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Con cierto temblor, el caballero arrojó todo su peso contra la vieja puerta oxidada. 
Había atravesado numerosas dependencias del torreón hasta llegar a este último obstáculo 
en una búsqueda que había durado desde que él era capaz de recordar. Detrás de esa puerta, 
le dijo la voz que le acompañaba („), se encuentran muchas de las respuestas que había 
estado buscando („). Se quedó sorprendido cuando la puerta se abrió fácilmente, revelando 
una cámara gigantesca y poco iluminada. Se trataba de una biblioteca, conteniendo legajos 
almacenados en estantes, que se extendían hacia el fondo, más allá de lo que su vista era 
capaz de alcanzar. („). Finalmente, tomó uno de los legajos y lo llevó hasta la mesa. („). 
Cuando lo abrió, descubrió que contenía caracteres para él desconocidos. („). Estaba lleno 
de términos que no era capaz de entender con referencias a otros legajos de los que no se 
daba la localización. El caballero gritó con ira: “¿Dónde están las respuestas que se me 
prometieron?”. “En los legajos, por supuesto”, le respondió la voz casi de inmediato. “Pero 
entonces, ¿qué legajo debo leer?” preguntó el caballero desesperado. “Todos ellos, todos 
ellos”, fue la respuesta. Entonces el caballero se dio cuenta de golpe de que la cualidad que 
se iba a ver sometida a prueba no era ni su rapidez ni su valentía, sino su paciencia. 
Contempló de nuevo la inmensa sala, anhelando poder enfrentarse con un dragón. La única 
respuesta fue un silencio intemporal. Con un profundo suspiro se quitó la armadura, la dejó 
en una esquina junto a sus armas y, tras sentarse lo más cómodamente que pudo, comenzó a 
descifrar el primer legajo.  
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Los ecosistemas acuáticos se están viendo fuertemente amenazados por distintas 
alteraciones acontecidas en un escenario de Cambio Global. Aunque aún existen 
numerosas incertidumbres sobre el escenario de evolución concreto, se dispone de 
información precisa que apoya de forma sólida y concluyente las alteraciones que se 
están experimentando. Entre estas alteraciones se incluye el Cambio climático y la 
liberación masiva de sustancias contaminantes al medio, derivados de la actividad 
humana. Una de las consecuencias más relevantes e inmediatas del Cambio Global es la 
afectación de la biota, entre la que se incluyen los organismos fitoplanctónicos, de 
relevante papel ecológico. Las cianobacterias y microalgas son los productores 
primarios de los sistemas acuáticos y por tanto la base de la red trófica en estos. 
Asimismo, juegan un papel esencial en los ciclos biogeoquímicos siendo una pieza 
clave para el mantenimiento del planeta. Por ello, la capacidad de respuesta de estos 
organismos ante los cambios ambientales que se auguran resulta de gran importancia. 
 
Los trabajos incluidos en esta tesis pretenden ampliar el conocimiento sobre los 
mecanismos que permiten la adaptación de estos microorganismos a determinadas 
condiciones extremas. Para ello se estudió la respuesta ante distintos contaminantes de 
origen antropogénico (formol, cloranfenicol, cromo, simazina y diquat) y la exposición 
a diversos ambientes extremos (Aguas Agrias, Vulcano, y Agrio Argentino). Los 
resultados obtenidos por medio del análisis de fluctuación indican que el fitoplancton es 
capaz de adaptarse a la exposición a sustancias tóxicas por medio de la selección de 
mutantes resistentes que aparecieron al azar, antes de la presencia del agente selectivo. 
En el caso de la adaptación a ambientes extremos, el gradiente de toxicidad impuso 
distintas estrategias adaptativas para los organismos mesófilos explicando así la 
variación en la diversidad de especies encontrada en estos ambientes. Además de los 
mecanismos implicados en la adaptación, gracias a la herramienta experimental del 
Ratchet, se observó que el fitoplancton presenta  una capacidad de adaptación diferente 
dependiendo tanto del grupo taxonómico y de su lugar de aislamiento. Por ello, el 
cambio global conducirá a alteraciones en la dinámica y estructura de las poblaciones.  







Pero la adaptación no es la única fuerza conduciendo el cambio evolutivo. El 
estudio de la evolución de la cianobacteria Microcystis aeruginosa ante un escenario de 
aumento de temperatura y nutrientes se demostró que la adaptación es el principal 
componente conduciendo el cambio evolutivo de la tasa de crecimiento en este 
organismo. Sin embargo, la evolución de la producción de toxina está determinada 
principalmente por mecanismos de azar y contingencia histórica.  
 
En último lugar, se estudió el efecto de la acidificación oceánica y la 
disponibilidad de nutrientes sobre la fisiología del cocolitofórido Emiliania huxleyi, 
considerando su papel importante en la regulación del ciclo del carbono. Los resultados 
demuestran que el proceso de calcificación se ve altamente alterado con el aumento del 
CO2 atmosférico y su respuesta varía en función de la disponibilidad de nutrientes. La 
capacidad de asimilación de nutrientes de esta especie también se ve alterada como 
puede observarse por la alteración en la actividad de la enzima nitrato reductasa y 















Aquatic ecosystems are under threat from alterations to their environment due to 
global change. Although there are still numerous uncertainties in relation to the 
evolution of such changes, evidence is rapidly accumulating that supports the reality of 
these alterations. Climate change and the release of contaminants to the environment, 
derived from anthropogenic activities, are fundamental parts of global change.   One of 
the most important consequences of global change is the impact on living organisms, 
with marine phytoplankton being particularly affected. Cyanobacteria and microalgae 
play an important ecological role as the primary producers and the base of the trophic 
web in aquatic ecosystems. They also participate in the control of biochemical cycles, a 
key factor in preserving the equilibrium of the Planet. Therefore, the capacity for these 
organisms to respond to the predicted environmental changes is a matter of concern.  
 
The studies presented in this thesis aim to improve our knowledge about the 
mechanisms allowing phytoplankton adaptation to different extreme conditions. To this 
end, the response of these organisms to different contaminants (formaldehyde, 
chloramphenicol, crome, simazime and diquat) as well as to different extreme 
environments (Aguas Agrias, Vulcano, y Agrio Argentino) was studied. The results, by 
means of the fluctuation analysis, indicate that the phytoplankton can adapt to toxic 
substances exposure through the selection of resistant mutants that arose randomly prior 
to the toxic exposure. In the case of the adaptation to extreme environments, mesophilic 
phytoplankton along environmental gradients showed different strategies of adaptation. 
We could then explain the variation in the species diversity found in these 
environments. In addition, by means of Ratchet protocol, we observed that 
phytoplankton present different capacities to adapt depending on their taxonomic group 
as well as their preferred habitat. Hence, global change will lead to alterations in the 
dynamic and structure of populations.  
 
But adaptation is not the only force driving evolutionary change. Another 
components can also contribute to evolutionary process. The study of the evolution of 






the cyanobacteria Microcystis aeruginosa, under a scenario of increasing temperatura 
and nutrient concentration, revealed that adaptation was the main component driving 
growth rate evolution, although chance events also contributed to a lesser extent. 
However, the evolution of toxin production was mainly determined by historic 
contingency and chance mechanisms.  
 
Finally, we attempted to study the effect of ocean acidification and nutrient 
availability on Emiliani huxleyi physiology, considering its important role in the 
regulation of carbon cycle. The results show that calcification process is highly altered 
with CO2 increase and it response varies as a function of nutrient availability. The 
capacity for nutrient assimilation is also altered as can be observed by the modification 








ESTRUCTURA DE LA TESIS 




La presente tesis expone los resultados obtenidos en distintos trabajos de 
investigación expuestos en forma de artículos científicos, publicados en diversas 
revistas contenidas en el Science Citation Index (SCI) o en distintas fases de 
publicación. Asimismo, se incluye una introducción general revisando el tema 
planteado y se proponen unos objetivos. Finalmente se presenta una discusión integrada 
de los resultados y unas conclusiones.  
 
Los resultados se presentan divididos en 5 capítulos:  
 
 
 CAPÍTULO I. Estrategias genéticas de la adaptación rápida a ambientes 
extremos:  
 
López-Rodas,V., Marvá F., Rouco M, Costas, E., Flores-Moyá, A. (2008). Adaptation of 
the chlorophycean Dictyosphaerium chlorelloides to stressful acidic, mine metal –
rich waters as result of pre-selective mutations. Chemosphere. 72: 703–707. 
 
López-Rodas,V., Costas, E.,  Maneiro E., Marvá F., Rouco, M., Delgado, A. and Flores-
Moya, A. (2009). Living in vulcan´s forge: algae adaptation to stressful geothermal 
ponds on Vulcano Island (S Italy) as result of pre-selective mutations. Phycological 
Research 57: 111-117. 
 
López Rodas V., Rouco M., Sánchez-Fortún,S., Flores-Moyá A., Costas E. Genetic 
adaptation and acclimation of phytoplankters along a stress gradient in the extreme 
waters of the Agrio River-Caviahue Lake system (Neuquén, Argentina) (2011). 
Journal of phycology (in press). 
 
 
 CAPÍTULO II. Estrategias genéticas de la adaptación rápida a 
contaminantes antropogénicos: 
 
López Rodas V., Perdigones N., Marvá F., Rouco M. and García Cabrera J.A. (2008). 
Adaptation of phytoplankton to novel residual materials of water pollution: An 
experimental model analysing the evolution of an experimental microalgae 
population under formaldehyde contamination. Bulletin of Environmental 
Contamination & Toxicology. 80:158–162. 
 





ESTRUCTURA DE LA TESIS 
Sánchez-Fortún, S., Marvá F., Rouco M, Costas, E., López Rodas V (2009). Toxic effect 
and adaptation in Scenedesmus intermedius to anthropogenic chloramphenicol 
contamination: genetic vs. physiological mechanisms to rapid acquisition of 
xenobiotic resistance. Ecotoxicology 18: 481-487. 
 
Sánchez-Fortún, S., López-Rodas, V., Navarro, M., Marvá, F., D’ors A., Rouco M., 
Haigh-Florez D., and Costas, E. (2009) Toxicity and adaptation of 
Dictyosphaerium chlorelloides to extreme chromium contamination. 
Environmental toxicology and chemistry 28: 1901-1905.  
 
Marvá F., López-Rodas V., Rouco M., Navarro M., Toro F.J., Costas E., Flores-Moyá A 
(2009). Adaptation of green microalgae to the herbicides simazine and diquat as 




 CAPÍTULO III. Determinación de la capacidad diferencial de adaptación y 
máxima capacidad adaptativa: 
 
Huertas, I.E., Rouco, M., López-Rodas, V, Costas, E. 2010. Estimating the capability of 
different phytoplankton groups to adapt to contamination: herbicides will affect 
phytoplankton species differently. New phytologist 188: 478-487. 
 
Rouco M, López-Rodas V, Huertas E, Costas E (2011) Differential capacity for adaptation 
of two green algae and one cyanobacteria to copper sulphate: Implications for the 
management of copper of water reservoirs (in preparation). 
 
Huertas IE, Rouco M, López-Rodas V, Costas E. Warming will Affect Phytoplankton 
Differently: Evidence through a Mechanistic Approach. Proceedings of the Royal 
Society of London B. Biological Sciences (in press)  doi: 10.1098/rspb.2011.0160. 
 
 
 CAPÍTULO IV. Contribución de las distintas fuerzas en el cambio evolutivo: 
 
Rouco M, López-Rodas V, Flores-Moyá A, Costas E (2011) Evolutionary changes in 
growth rate and toxin production in the cyanobacterium Microcystis aeruginosa 
under a scenario of eutrophication and temperature increase. Microbial ecology (in 
press. DOI: 10.1007/s00248-011-9804-0).  
 
 
 CAPÍTULO V. Efecto de la disponibilidad de nutrientes bajo distintos 
escenarios de CO2:  
 
Rouco M, Branson O, Lebrato M, Iglesias-Rodríguez D. Effect of nitrate and phosphate 
availability on Emiliania huxleyi physiology under different CO2 scenarios (in 

































“El experimentador que no sabe lo que está buscando  
no comprenderá lo que encuentra” 
 







 IMPORTANCIA DE LOS SISTEMAS ACUÁTICOS.  
 
Los sistemas acuáticos ejercen funciones importantes para el correcto 
funcionamiento del planeta. Entre ellas destacan su papel fundamental en el 
mantenimiento de los ciclos naturales de nutrientes (ciclo del carbono, nitrógeno, 
fósforo, etc.) así como sustento para fauna y flora. Entre los dos tipos principales de 
ecosistemas acuáticos se encuentran el ecosistema marino y de agua dulce. Los océanos 
cubren aproximadamente tres cuartas partes de la superficie terrestre y contienen cerca 
del 97 % del agua del planeta (Barange et al. 2010). Se ha estimado que alrededor del 
80 % de la vida en la Tierra depende de la salud de océanos (Barange et al. 2010). Los 
ecosistemas de agua dulce cubren tan solo un 0.8 % de la superficie de la Tierra 
conteniendo únicamente el 0.01 % del agua del planeta (McAllister et al. 1997),  pero 
albergan una gran variedad de especies de organismos vivos. Se ha estimado que el 40% 
de la diversidad global de peces y un cuarto de la de vertebrados habita en ecosistemas 
de agua dulce (Lundberg et al. 2000). Los ecosistemas acuáticos no solo son 
importantes por la gran cantidad de organismos que habitan. Muchos organismos 
terrestres, entre ellos incluido el hombre dependen de este importante recurso para su 
supervivencia. La preservación de los sistemas acuáticos, por tanto, es importante para 
la conservación de la vida y diversidad en el planeta.  
 
 
 IMPORTANCIA ECOLÓGICA DEL FITOPLANCTON 
 
El fitoplancton es el componente autótrofo de la comunidad planctónica. 
Engloba organismos fotosintéticos procariotas (cianobacterias) y eucariotas 
(microalgas) que habitan cerca de la superficie de la columna de agua donde son 
capaces de captar la luz necesaria para sustentar la fotosíntesis.  
 
Estos organismos son importantes para el sustento de la vida en la Tierra. Por un 
lado, el fitoplancton es el responsable de la mayor parte del oxigeno presente en la 
atmósfera terrestre liberado al medio mediante el proceso de la fotosíntesis. Asimismo, 
la fijación de materia orgánica, conocido como producción primaria, es la base de la 
cadena trófica en los sistemas acuáticos, tanto marinos como de agua dulce, sosteniendo 






la vida en éstos. El 45 % de la fotosíntesis ocurre en ecosistemas acuáticos (Falkowski 
1994, Field et al. 1998) siendo el fitoplancton oceánico el responsable de gran parte de 
la producción primaria neta global (Valiela 1995; Behrenfeld et al. 2001). La 
fotosíntesis sustenta la mayor parte de la vida en la Tierra y por tanto es la base de la 
biomasa y biodiversidad en el planeta. La producción neta global en los océanos es de 
aproximadamente 50 Pg C por año producidos por una biomasa de 1 Pg C, lo que 
corresponde a una fracción de tan solo el 0.2 % de la biomasa fotosintéticamente activa 
de la Tierra (revisado por Falkowski et al. 1998). Esto significa, que la renovación del 
fitoplancton es rápida y cualquier factor que afecte a esta capacidad de renovación 
derivará finalmente en la alteración de ambos procesos. 
 
Por otro lado, estos organismos son claves en el mantenimiento del equilibrio 
planetario y su clima a través del intercambio entre atmósfera y océano de gases 
relevantes en el mantenimiento climático (Rost et al. 2008). El fitoplancton es un 
componente indispensable del ciclo biogeoquímico de distintos nutrientes como son el 
nitrógeno, fósforo o carbono.  
 
La abundancia del plancton y su distribución depende de factores ambientales 
como concentración de nutrientes, estado físico de la columna de agua, así como la 
abundancia de otros organismos planctónicos o predadores. La irradiancia y la 
temperatura son variables ambientales importantes controlando las tasas de fotosíntesis. 
Por ello, la producción primaria será ampliamente afectada por fenómenos de cambio 




 CICLO DEL CARBONO EN EL OCÉANO 
 
El ciclo del carbono es un ciclo biogeoquímico por el cual el carbono es 
intercambiado entre hidrosfera, biosfera, geosfera y atmósfera de la Tierra. El ciclo del 
carbono en el océano implica procesos tanto físicos, químicos, geológicos como 
biológicos dando lugar a continuos flujos de intercambio.  Incluye la transferencia de 






flujo del carbono a través de la cadena trófica, así como la deposición y enterramiento 
del mismo en el océano profundo por medio de distintos mecanismos.  
 
Las algas y organismos fotosintéticos acuáticos participan en una parte 
importante del ciclo del carbono. Modifican el sistema carbonato así como el pH del 
agua de forma natural mediante el desarrollo de su metabolismo: fotosíntesis y 
respiración (Hurd et al. 2009). La producción de carbono orgánico por el fitoplancton 
mediante el proceso de la fotosíntesis da lugar a la reducción de la concentración de 
CO2 en la superficie oceánica (Fig. 1.a) actuando como “sumidero” para el CO2 así 






El secuestro del carbono en el océano profundo forma asimismo parte 
activamente en la reducción del carbono en aguas superficiales. La magnitud del 
secuestro de carbono depende en gran medida de la disponibilidad de macronutrientes 
en la superficie oceánica así como de alteraciones en “Redfield ratio” C:N:P (106:16:1). 
Un exceso en el consumo de carbono por parte del fitoplancton debido a alteraciones en 
la tasa Carbono: Nitrógeno (C:N), fundamentalmente durante el desarrollo de blooms 
fitoplanctónicos, puede dar lugar a la liberación y acumulación temporal de materia 
orgánica disuelta rica en carbono (DOC) (Kähler y Koebe 2001) que constituye una 
fuente de carbono disuelto en aguas superficiales. En la mayoría de los casos, esta 
materia presenta naturaleza fundamentalmente polisacárida y ácida (Benner 2002) lo 
que le da una consistencia pegajosa con tendencia a coagular dando lugar a material 
particulado conocido como TEP (partículas exopoliméricas transparentes) (Passow 
2002; Engel 2002, Engel et al. 2004b). Estos compuestos particulados forman parte en 
los procesos de formación de “nieve marina” (compuesta principalmente de materia 
Fotosíntesis: 6CO2 +12H2O  C6H12O6 + 6O2 + H2O (a) 
Respiración: C6H12O6 + 6O2 6CO2 +6H2O  (b) 
Calcification: Ca2+ + 2 HCO3
-  CaCO3
- +CO2 +H2O (c) 
Fig. 1. Ecuaciones generalizadas de los procesos de fotosíntesis (a), respiración 
(b) y calcificación (c).  






orgánica viva o muerta, procedente de animales y plantas, materia fecal y arena) 
contribuyendo a la exportación del carbono orgánico e inorgánico de la superficie al 
océano profundo (Passow 2001; Passow et al. 2002). Este carbono en aguas profundas 
puede ser asimismo remineralizado por el metabolismo microbiano, contribuyendo al 
enriquecimiento del océano interior, o enterrado en sedimentos. La asimilación de 
carbono inorgánico disuelto (DIC) durante la fotosíntesis así como la sedimentación en 
el océano profundo a través de la formación de  TEPs, organismos muertos o material 
fecal contribuye a la reducción del CO2 en la superficie oceánica considerando de este 
modo al océano como  “Bomba biológica” sumidero de CO2. Este mecanismo, conocido 
como “bomba biológica” ayuda al mantenimiento de la concentración atmosférica de 
CO2 unos 400 ppm por debajo de lo que sería si no tuviera lugar el proceso 
fotosintético (Falkowski 1997). 
 
Por el contrario, el proceso respiratorio y calcificación (Fig. 1 b y c) son 
considerados como “fuentes” potenciales de CO2 a la atmósfera (Zondervan 2007; Hurd 
et al. 2009). La incorporación de carbono inorgánico en forma de carbonato cálcico para 
la formación de las estructuras calcáreas en diversos organismos (proceso de 
calcificación) contribuye a la reducción de la alcalinidad del medio reduciendo la 
capacidad del océano de secuestro de CO2 atmosférico.  
 
Por este motivo, la tasa calcificación: fotosíntesis (PIC:POC o carbono 
particulado inorgánico incorporado mediante el proceso de calcificación: carbono 
particulado orgánico incorporado en el proceso de fotosíntesis) se considera un 
parámetro biogeoquímico clave para la determinación del flujo neto de carbono entre la 










 EL PROBLEMA: CAMBIO CLIMÁTICO Y LA ACTIVIDAD HUMANA 
 
 
"If today is a typical day on planet Earth, we will lose 116 square miles of rainforest, or 
about an acre a second. We will lose another 72 square miles to encroaching deserts, as 
a result of human mismanagement and overpopulation. We will lose 40 to 100 species, 
and no one knows whether the number is 40 or 100. Today the human population will 
increase by 250,000. And today we will add 2,700 tons of chlorofluorocarbons to the 
atmosphere and 15 million tons of carbon. Tonight the Earth will be a little hotter, its 
waters more acidic and the fabric of life more threadbare."  
 
(David Orr (1991) “What is Education For?” 
http://www.context.org/ICLIB/IC27/Orr.htm.) 
 
“We are in a pronounced early stage of an extinction event that would probably be, by 
the end of this century if human activities continue unabated (…)” 
 
(Edward O. Wilson. Ganador de dos premios Pulitzer) 
 
 
La historia de la Tierra cuenta con varias extinciones en el transcurso de su 
evolución. De hecho se calcula que el 99% de las especies que un día poblaron la Tierra 
han desaparecido (Blaschke 2007). La Tierra se ve sumida de forma natural en un ciclo 
de periodos glaciales e interglaciares (Hays et al. 1976) y en la actualidad, nos 
encontramos sumidos en una pausa interglaciar que ha dado una oportunidad a la vida 
en la Tierra tal y como hoy la conocemos. Sin embargo, la invasión humana de los 
hábitats naturales así como la contaminación masiva de agua, tierra y atmósfera está 
provocando la aceleración del cambio evolutivo de las especies (Palumbi 2001; Myers y 
Knoll 2001) derivando en una aumento de la tasa media de extinción (Woodruff 2001).   
Ya no es duda que nos encontramos ante “la sexta extinción”. La crisis de la 
biodiversidad  es real. Muchos se plantean si el cambio climático proviene únicamente 
de un episodio normal dentro de los ciclos naturales terrestres. Lo que sí es cierto es que 






la actividad humana está contribuyendo ampliamente a la aceleración del proceso 
(Pimm et al. 1995; Vitousek et al. 1996¸ Vitousek et al. 1997).  
 
Entre las consecuencias de la actividad humana seleccionadas en esta tesis para 
su estudio como agentes selectivos se encuentran:  
 
 Liberación de residuos procedentes de actividades agrícolas, industriales o 
urbanas. 
 Eutrofización.  
 Aumento de las concentraciones atmosféricas de CO2.  
 Aumento de la temperatura.  
 Alteración en la disponibilidad de nutrientes.  
 
 
Liberación de residuos procedentes de actividades agrícolas, industriales o urbanas 
 
La producción y emisión de contaminantes al medio acuático deriva distintas 
actividades humanas: núcleos de asentamientos urbanos, desarrollo de infraestructuras o 
construcción, actividades agrícolas, desarrollo industrial, turismo, etc. Entre los 
contaminantes más destacados se incluyen: fertilizantes, pesticidas y agroquímicos; 
residuos domésticos y municipales y aguas residuales; aceites, metales pesados y 
elementos traza; compuestos orgánicos y contaminación biológica; plásticos (revisado 
por Islam  y Tanaka 2004). Como ejemplo, solo una pequeña fracción del herbicida 
aplicado en actividades de agricultura intensiva, menor de un 0.1 %, alcanza su diana, 
mientras el gran porcentaje restante se elimina al medio contaminando tanto suelo, 
como agua y aire (Arias-Estévez et al. 2008) a través de fenómenos de escorrentía o 
filtrado (Beck et al. 1993). Por ello, no es sorprendente que se observen un gran número 
de herbicidas como residuos en aguas del norte de América y europeas (Kreuger 1998; 
Battaglin et al. 2000; Scribner et al. 2000). Asimismo, los herbicidas aplicados al 
terreno interactúan tanto con la fracción orgánica como inorgánica. Estas interacciones 
pueden provocar la disociación del herbicida en distintas fases influenciando su 
comportamiento tanto a corto como a largo plazo (Sheng et al. 2001). Algunas de estas 






distintos procesos metabólicos del fitoplancton. Sin embargo, su presencia en exceso, 
derivado fundamentalmente de actividades humanas, provoca efectos tóxicos en plantas 
y animales (Rai et al. 1981). La presencia de estas sustancias tóxicas extrañas (ya sea 
por su escaso contacto previo con el organismo o por su naturaleza de nueva síntesis) en 
el medio acuático presenta, por tanto, un nuevo reto adaptativo para la mayoría de los 
organismos en función de la naturaleza, toxicidad y dosis que la sustancia alcanza en el 
medio. La respuesta de estos microorganismos depende asimismo de la sensibilidad de 
cada especie. Dependiendo de la sensibilidad diferencial, la interacción competitiva 
podría dar lugar a la sustitución de algas susceptibles por algas resistentes afectando de 
tal manera a la estructura de la comunidad acuática concreta (Kasai y Hanazato 1995; 




El término de eutrofización designa el aporte más o menos masivo de nutrientes 
inorgánicos en un ecosistema acuático. Podría ser incluida dentro del apartado anterior 
puesto que el aporte masivo deriva de la descarga de aguas residuales no tratadas ricas 
fundamentalmente en nitrógeno, procedentes de actividades urbanas, industriales y 
agrícolas. La eutrofización es una de las causas generadoras de cambios en la 
composición de especies, estructura y función de los ecosistemas acuáticos (Islam y 
Tanaka 2004) derivado tanto del aporte masivo de nutrientes como del desequilibrio en 
el ratio Nitrógeno: Fósforo de las aguas (Fujimoto et al. 1997). Asimismo provoca 
aumento en la biomasa y productividad de las comunidades (Epstein et al. 1993; 
Riegman 1995). El aumento en la  proliferación de blooms de fitoplancton tóxico ha 
sido asociado a fenómenos de eutrofización en muchos casos (Epstein et al. 1993; 
Hallegraeff 1993). 
 
Aumento de CO2 atmosférico. Previsiones de futuro. 
 
El dióxido de carbono (CO2) es un gas presente en la atmósfera que junto a otra 
serie de gases -vapor de agua (H2O), metano (CH4), óxidos de nitrógeno (NOx), ozono 
(O3) y clorofluorocarbonos (CFCs)- contribuye al fenómeno natural de efecto 
invernadero que mantiene una adecuada y cálida temperatura terrestre. Desde tiempos 






pre-industriales la emisión global de estos gases de efecto invernadero ha aumentado 
(Fig. 2 Izqda.) como consecuencia de las actividades humanas registrando un aumento 
de hasta el 70% entre el año 1700 y 2004 (IPCC 2007), excediendo el rango natural 
observado durante los últimos 650.000 años. La concentración global atmosférica de 
CO2 aumentó de 280 ppm en tiempos pre-industriales (antes de que el escocés James 
Watt inventara la máquina de vapor en 1971) hasta 379 ppm registrados en el año 2005 
(IPCC 2007). El observatorio de Manua Loa en Hawai detectó una concentración de 






Se predice que el incremento del CO2 atmosférico continuará durante el 
siguiente siglo o más allá, y las peores predicciones auguran que si las emisiones 
antropogénicas continúan se pueden alcanzar niveles de hasta 1000 ppm en el año 2100 
(Nakicenovic y Swart 2000; Raven et al. 2005) (Fig. 2 Dcha.). Como otros gases, el 
Fig. 2. Izqda. Registro temporal del aumento de dióxido de carbono (CO2) 
atmosférico durante las últimas cinco décadas. Datos del observatorio 
atmosférico Manua Loa (Hawai). Dcha. Serie temporal de los niveles de dióxido 
de carbono (CO2) atmosférico: desde 1750-1950 (datos procedentes de “ice cores” 
de Law Dome, en la Antártida - en verde oscuro); datos de las últimas dos 
décadas (observatorio atmosférico Manua Loa - en verde claro); predicciones 
hasta el 2100 a partir de modelos desarrollados (en rojo y azul). Fuente: Barry et 







dióxido de carbono obedece la Ley de Henry por la que “a una temperatura constante, 
la cantidad de gas disuelta en un líquido es directamente proporcional a la presión 
parcial que ejerce ese gas sobre el líquido”. Por ello, el aumento de la concentración de 
dióxido de carbono en la atmósfera conducirá a un aumento de la concentración en la 
superficie oceánica. Los océanos han absorbido entre un tercio (Sabine et al. 2004) y 
más de la mitad de las emisiones de CO2 a la atmósfera desde el comienzo de la  
Revolución Industrial (Raven et al. 2005) siendo considerado el segundo sumidero 
mayor de CO2 después de la atmósfera en sí (Canadell et al. 2007). 
 
La  disolución del CO2 en aguas superficiales provoca un aumento de la 
concentración de iones hidrógeno [H+] resultando en la reducción del pH de los 
océanos, fenómeno que se ha denominado “acidificación oceánica” (Fig. 3). Se ha 
observado una disminución de 0.1 puntos de pH de 8.2 en 1970 hasta 8.1 en el océano 
actual pero se espera una reducción de hasta 0.3 y 0.4 unidades en 2100 (Orr et al. 
2005). Distintos autores sugieren que si las emisiones no se restringen se podría 
alcanzar un pH menor de 7.5 en el año 2300 (Caldeira y Wickett 2003). Distintos 
registros en la Serie temporal oceánica ESTOC establecida en aguas cercanas a las Islas 
Canarias en 1994, mostraron una disminución anual del pH de  -0.0017 ± 0.004 
unidades de pH durante el periodo comprendido entre el año 1994 y 2004  (Santana-





Fig. 3. Equilibrio químico del en el agua. a. Disolución del CO2 en el agua 
(Fuente: Dickson 2010).b. Reacciones involucradas en la liberación de iones 
hidrógeno [H
+
] al medio tras la disolución de CO2 en agua de mar.  
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Alteración del sistema carbonato con un aumento del CO2 atmosférico  
 
El sistema carbonato reacciona ante cualquier alteración modificando sus 
componentes principales (Schulz et al. 2009). Como consecuencia de la disolución del 
CO2 adicional en las aguas superficiales, se produce una re-equilibración del sistema 
carbonato (Shi et al. 2009) y con ello, modificación del ciclo de carbono en los océanos. 
El aumento de pCO2 viene acompañado de una reducción de CO3
2-, pH y Ω. (Fig. 4).  
 
El aumento de la concentración de CO2 disuelto está provocando y provocará 
importantes alteraciones en los sistemas biológicos. La mayor parte de los organismos 
fitoplanctónicos viven en la zona eufótica, parte de la columna de agua que recibe la luz 
solar suficiente para que tenga lugar el proceso de fotosíntesis. Considerando que esta 
zona es la que está experimentando el mayor aumento en CO2 disuelto, la fisiología del 






Fig. 4. Sistema carbonato en agua de mar. Representación de la proporción 










 Otra consecuencia del aumento de la emisión de gases invernadero y 
fundamentalmente CO2 es el calentamiento terrestre. Se ha observado un aumento de la 
temperatura del aire de más de 0.7 ºC durante el siglo pasado (Fig. 5) derivando en 
aumentos de la temperatura a nivel terrestre y acuático (IPCC 2007). Entre 1995 y 2006 
se registraron las temperaturas globales superficiales más altas desde 1850 (IPCC 
2007). Se predice que para final del siglo XXI la temperatura de los sistemas acuáticos 
podría aumentar entre 1 y 7 ºC dependiendo del ecosistema acuático y los escenarios de 
emisión (IPCC 2007). El calentamiento está afectando en gran medida los sistemas 
biológicos terrestres provocando alteraciones en eventos de floración, migración de 
pájaros, puesta de huevos, etc. Asimismo, se espera que el aumento de la temperatura 
del agua dé lugar a cambios en la abundancia y distribución de especies dependiendo de 






Fig. 5. Cambio en la temperatura terrestre simulado por modelos climáticos 
considerando solo el cambio natural (en azul) o considerando tanto el cambio 
natural como la influencia antropogénica (rosa). Fuente: IPCC 2007.  






Diversidad en la disponibilidad de nutrientes en el océano. Alteración de los ciclos 
naturales 
 
La distribución de nutrientes en el océano es muy variada. Las aguas profundas, 
frías y más densas, son en general más ricas en nutrientes que las aguas superficiales. 
Asimismo, la variación latitudinal-longitudinal es clara.  Las zonas de aguas templadas, 
altas latitudes y sistemas de “afloramiento”, reciben nutrientes de aguas profundas a 
través de distintos fenómenos como el transporte vertical de aguas derivado de la acción 
del viento y desplazamiento de capas superficiales. Sin embargo, el fitoplancton en 
latitudes bajas, giros subtropicales o aguas estratificadas la concentración de nutrientes 
depende de la recirculación a nivel local así como del flujo diapicnal de nutrientes 
(Cermeño et al. 2008). Electronic Atlas of Word Ocean Circulation Experiment 
(WOCE) proporciona datos de la distribución de nutrientes en el  océano a nivel global   
(http://www.ewoce.org/) durante la década entre 1988-1998, pudiendo observar 
claramente la variabilidad en la distribución mencionada.   
 
 Fenómenos de cambio climático, como puede ser aumentos en la temperatura de 
las aguas superficiales, estratificación vertical de las aguas, así como fenómenos 
acentuados de viento determinarán cambios en la distribución de nutrientes en futuros 
océanos así como en los ciclos naturales de los mismos  (Gregg et al. 2003; Polovina et 









 RESPUESTA DE LOS ORGANISMOS ANTE EL CAMBIO 
AMBIENTAL  
 
“The diversity of the phytoplankton is explicable primary by a permanent failure to 
achieve equilibrium as the relevant external factors change”. 
 
(Hutchinson 1961. The paradox of the plankton) 
 
 
El hábitat en el que los organismos viven no es constante. Está normalmente 
sometido a fluctuaciones y cambios de distinto orden derivado tanto de fenómenos 
naturales como de la acción del hombre. Cuando los organismos son expuestos a 
condiciones locales diferentes de su rango normal de fluctuación deben responder ante 
ese cambio si quieren asegurar su supervivencia. Entre las principales respuestas ante el 
cambio ambiental se encuentran: desplazamiento o escape, adaptación fisiológica 
(aclimatación) o adaptación genética. En último término, cuando la presión selectiva es 
tan elevada que no se puede asegurar ningún mecanismo de adaptación el cambio 
ambiental conducirá a la extinción de la especie u organismo en concreto.  
La primera respuesta consiste en el desplazamiento hacia ambientes más 
propicios. Obviamente, esto solo puede ser asegurado en aquellos organismos que 
dispongan de motilidad propia. El fitoplancton, como su definición indica son 
“organismos fotosintéticos que flotan o nadan débilmente en el cuerpo de agua en que 
se encuentran“. Dependen por tanto de los movimientos de corrientes de agua para su 
desplazamiento. Existen determinados organismos fitoplanctónicos flagelados o 
poseedores de vesículas de gas, como las cianobacterias, que son capaces de evitar 
estrés lumínico. Muestran una fototaxis positiva o negativa desplazándose hacia o 
contra la fuente de luz, respectivamente, en función de la intensidad lumínica (Rai y 
Gaur 2001). La quimiotaxis para evitar estrés químico no es muy reconocida (Rai y 
Gaur 2001). De cualquier manera, sería difícil la evasión de un ambiente contaminado 
teniendo en cuenta la motilidad de estos organismos y la extensión del agente tóxico en 
el medio.  
 
Las dos siguientes respuestas dependen altamente de su rango de tolerancia 
fisiológica. Si las nuevas condiciones no exceden los límites de tolerancia fisiológica de 






los organismos, la supervivencia puede asegurarse mediante adaptación fisiológica o 
aclimatación. Esto es mediante la modificación de la expresión de sus genes o 
componentes estructurales de genes existentes (Bradshaw y Hardwick 1989; Belfiore y 
Anderson 2001). Sin embargo, si las condiciones selectivas superan los límites de su 
tolerancia fisiológica, la supervivencia dependerá únicamente de la evolución adaptativa 
(Sniegowski y Lenski 1995; Sniegowski 2005). Los organismos con genotipo más 
resistente serán los adecuados para sobrevivir a las nuevas condiciones extremas y por 
tanto los ascendientes de la nueva población resistente. En el caso de los organismos 
con reproducción asexual, la variación a partir de la cual cuenta el proceso selectivo 
proviene del proceso de mutación. En este caso, las mutaciones que confieren 
resistencia aparecen al azar de forma espontánea antes de la presencia del agente 
selectivo como demostraron Luria and Delbrück en su trabajo magistral presentado en 
1943. Sin embargo, años más tarde, Cairns et al. (1988) observaron la posibilidad de la 
ocurrencia de “adaptive mutations”. En este caso, y en presencia de un agente selectivo 
no letal, existe la posibilidad de que los organismos experimenten mutaciones dirigidas 
ante la presencia del agente en concreto. Dichos trabajos reabrieron de nuevo la 
polémica entre aproximaciones adaptativas lamarkistas y darwinianas (Sniegowski y 







 MÁXIMA CAPACIDAD DE ADAPTACIÓN DE LOS ORGANISMOS 
 
“Time is in fact the hero of the plot. The time with which we have to deal is of the 
order of two billion years. What we regard as impossible on the basis of human 
experience is meaningless here. Given so much time, the "impossible" becomes 
possible, the possible probable, and the probable virtually certain. One has only to 
wait: time itself performs the miracles”. 
 
(George Wald, 1954. Científico estadounidense) 
 
 
Como Darwin observó ya hace más de un siglo y medio, existe una variación 
natural entre los individuos dentro de una especie. Esa variación permite la selección de 
los individuos más capacitados en un determinado ambiente dependiendo de su 
plasticidad y capacidad de variación genética. La fuente última de variación 
corresponde al fenómeno de mutación y como propusieron Sniegowski y Lenski (1995), 
la evolución adaptativa dependerá exclusivamente de las nuevas mutaciones que 
confieran resistencia.  Como hemos visto en el apartado anterior, el genoma de los 
organismos puede experimentar mutaciones espontáneas, pudiendo alguna de ellas 
otorgar de cierta ventaja selectiva al organismo que las sobrelleva. En el caso de 
organismos con reproducción asexual, esa mutación será transmitida a la descendencia 
de forma directa, por lo que aquellas mutaciones beneficiosas en un ambiente concreto 
podrán ser mantenidas en la población en función de la intensidad de la presión 
selectiva así como de la ventaja selectiva de la mutación en concreto (Elena y Lenski, 
2003). Pero la capacidad adaptativa de los organismos es limitada. La capacidad 
adaptativa de microalgas a ambientes selectivos concretos, así como la naturaleza de la 
mutación que confiere la resistencia, ha sido ampliamente estudiada, siendo parte de 
esos trabajos incluidos en esta tesis (ver capítulo 1 y 2).  Sin embargo, la capacidad 
máxima de adaptación de estos organismos resulta asimismo interesante, considerando 
los fenómenos de cambio ambiental que han ocurrido y que se pronostican. Sabemos 
que las microalgas presentan una gran capacidad de adaptación pero, hasta donde serán 










 CONTRIBUYENTES EN EL PROCESO EVOLUTIVO 
 
“All the theories engender a dark side among uncritical acolytes”. 
 (Stephen Jay Gould, 1991, p. 52) 
 
„„The world is full of mysteries. Life is one. The curious limitations of finite minds are 
another. It is not the business of an evolutionary theory to explain these mysteries. Such 
a theory attempts to explain events of the remote past in terms of general laws known to 
be true in the present, assuming that the past was no more, but no less, mysterious than 
the present.‟‟ 
(John Burdon Sanderson Haldane, 1932) 
 
 
El cambio evolutivo es un proceso complejo y dinámico sujeto a distintas 
fuerzas biológicas. En 1859 Darwin expuso su teoría de la evolución en su obra 
fundamental “El origen de las especies” en el que consideraba que la selección natural 
tenía un lugar de preferencia entre las fuerzas evolutivas. A pesar de la corriente 
extremista que tomó su nombre, que defendía la selección natural como única fuerza 
evolutiva, Darwin, desde un principio, aceptó la existencia de otros mecanismos 
involucrados en el proceso de evolución:  
“I am convinced that Natural Selection has been the main but not exclusive means of 
modification” (Darwin 1859 p.7)”. 
 
Distintos autores han postulado durante años la existencia de otra serie de 
fuerzas que junto a la selección natural contribuyen al cambio evolutivo (Lewontin 
1974; Gould y Lewontin 1979; Gould 1989; Kimura 1983; Parker y Smith 1990).  Entre 
estas fuerzas, la contingencia histórica y el azar son consideradas contribuciones 
fundamentales. Dentro de azar se incluye tanto la fijación o pérdida de nuevos genes o 
caracteres por deriva genética como la variación originada por mutaciones al azar 
(Suzuki et al. 1989), siendo la mayor parte de éstas últimas neutrales, no sujetas a la 
acción de la selección (Kimura 1968, 1983). La evolución requiere variación, ya que la 
selección natural no puede operar sin una amplia gama de alternativas. Se ha 






que solo el fenómeno de mutación es capaz de dar lugar al nacimiento de nuevos alelos 
(Spiess 1989; Kimura 1989). Asimismo, Gould y Lewontin propusieron el efecto de la 
contingencia histórica asumiendo que los resultados evolutivos son dependientes de 
distintos puntos ancestrales (Gould y Lewontin 1979). Como formuló Dollo (1970) en 
su “ley de la irreversibilidad”: “An organism is unable to return, even partially, to a 
previous stage already realized in the ranks of its ancestors”.  
 
Los organismos exhiben toda una variedad de caracteres que no constituyen 
adaptaciones y pueden no favorecen la supervivencia de un modo directo. Existen dos 
principios que llevan al cambio no adaptativo (revisado por Gould 1989): a) los 
organismos son sistemas integrales y un cambio adaptativo en una de sus partes puede 
llevar a modificaciones no adaptativas de otros caracteres (“correlaciones de 
crecimiento” en términos de Darwin); b) un órgano construido bajo la influencia de la 
selección para un papel específico puede ser capaz, como consecuencia de su estructura, 
de realizar también otras muchas funciones no seleccionadas.  
 
 El papel de las distintas fuerzas que contribuyen al proceso evolutivo ha sido 
ampliamente debatido. Sin embargo, no se han desarrollado muchos experimentos para 
evaluarlo. En esta tesis, en el capítulo 4 en concreto, se presenta un diseño experimental 
modificado a partir de aquel propuesto por Travisano et al. (1995) en el que se estudia 



















1. Analizar la capacidad de adaptación del fitoplancton a ambientes naturales 
extremos estudiando los distintos mecanismos que permiten el proceso de 
adaptación así como las tasas de mutación que pueden permitir este proceso de 
adaptación.  
 
2. Estudiar la capacidad genética de adaptación del fitoplancton a la exposición a 
contaminantes de origen antropogénico: herbicidas, antibióticos, metales 
pesados y distintos biocidas, caracterizando tanto la tasa de mutación como su 
naturaleza. 
 
3. Determinar la capacidad diferencial de adaptación y la máxima capacidad de 
adaptación del fitoplancton ante distintas situaciones extremas: aumento de 
temperatura y exposición a contaminantes ambientales.  
 
4. Estudiar la contribución relativa de distintas fuerzas evolutivas (adaptación 
genética, azar y contingencia histórica) en el proceso de cambio de tasa de 
crecimiento y producción de toxina en la cianobacteria Microcystis aeruginosa 
cuando es expuesta a distintas condiciones de cambio ambiental.  
 
5. Investigar la influencia de la acidificación oceánica y disponibilidad de 
nutrientes sobre la fisiología del cocolitofórido Emiliania huxleyi: proceso de 














1. To analyze the capability of phytoplankton to adapt to natural extreme 
environments by studying the different mechanisms and mutation rates that 
enable adaptation.   
 
2. To study the genetic capacity of phytoplankton to adapt to different 
contaminants of anthropogenic origin: herbicides, antibiotics, heavy metals and 
different biocides. To difference the nature of the mutation that allows the 
resistance and the mutation rates conferring resistance. 
 
3. To determine the differential capacity and maximal capacity of phytoplankton 
adaptation under diverse extreme conditions: temperature and different 
environmental pollutants.  
 
4. To study the relative contribution of different evolutionary forces (genetic 
adaptation, chance and historical contingency) on the process of change in the 
cyanobacteria Microcystis aeruginosa, exposed to different environmental 
conditions.  
 
5. To investigate the influence of ocean acidification and nutrient availability on 
the physiology of the coccolithophore Emiliania huxleyi: calcification and 






































“En el fondo, los científicos somos gente con suerte:  
podemos jugar a lo que queramos durante toda la vida” 
 
(Lee Smolin. Físico teórico americano) 
  













MATERIAL Y MÉTODOS 
 ORGANISMOS EXPERIMENTALES 
 
Entre los organismos experimentales se escogieron diferentes especies de 
organismos fitoplanctónicos agrupados según su nicho ecológico, y dentro de este, 
pertenecientes a distintos grupos  taxonómicos.  
 
 
I. FITOPLANCTON DE AGUA DULCE 
 
Phylum Chlorophyta  
 
Clase Trebouxiophyceae; Orden Chlorellales 
  
Dictyosphaerium chlorelloides (Naum.) Komárek et Perman 
 
Clase Chlorophyceae; Orden Sphaeropleales 
 
Scenedesmus intermedius Chodat 
 
Dictyosphaerium chlorelloides y Scenedemus intermedius son 
organismos eucariotas unicelulares pertenecientes al grupo de algas “verdes”. 
Evolutivamente, las algas verdes son consideradas predecesoras de las plantas 
superiores terrestres por lo que han sido utilizadas en numerosos estudios 
fisiológicos y de toxicidad. Ambas especies contribuyen en gran medida a la 
producción primaria en aguas continentales por lo que han sido elegidas como 




Clase Cyanophyceae; Orden Croococales 
  
 Microcystis aeruginosa (Kützing) Lemmerman 
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Las cianobacterias son organismos procariotas fotosintéticos que han 
habitado nuestro planeta durante los últimos 3.500 millones de años (Schopf y 
Packer 1987). Presentan una distribución global pudiendo ser encontradas en 
todo tipo de ambientes: agua dulce, salobres, marinas, así como ecosistemas 
terrestres. Determinadas condiciones ambientales como eutrofización o aumento 
de temperatura favorecen su crecimiento desencadenando una  proliferación 
masiva o “bloom” (HABs: harmful algal blooms) dando lugar a modificación de 
la calidad del agua. Algunas de estas especies producen potentes toxinas capaces 
de originar efectos agudos y crónicos en el hombre, animales y vegetales (Codd 
et al. 1999a). Ambas características, unidas a  la evidencia creciente sobre el 
aumento tanto espacial como temporal de la incidencia de blooms (Hudnell HK 
et al.), siendo más del 50% blooms tóxicos (Codd 1999b et al.) hacen que su 
estudio y control sea muy extendido. La especie seleccionada para esta tesis, 
Microcystis aeruginosa es considerada una de las especies más importantes por 
su distribución ubicua en todas las masas de agua y en  embalses de 
abastecimiento de agua a las ciudades. Esta especie produce la toxina más 
abundante en las aguas continentales (Microcistina), que es un heptapéptido 
inhibidor de las enzimas Proteína Fosfatasas 1 y 2A. (Sivonen y Jones 1999). 
 
 
II. FITOPLANCTON COSTERO:  
 
Phylum Dinoflagellata  
 
Clase Dinophyceae; Orden Prorocentrales 
 
Prorocentrum triestinum Schiller 
 
Prorocentrum triestinum es un dinoflagelado caracterizado por su 
capacidad para desarrollar crecimientos masivos en aguas tanto marinas como 
costeras, las denominadas “mareas rojas” (Toriumi 1980). Es capaz de producir 
toxinas, como el ácido okadaico y sus derivados, que liberan al medio dando 
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Por ello, es importante el estudio de la evolución de esta especie ante 




Clase Prasinophyceae; Orden Chlorodendrales 
 
Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher 
 
Tetraselmis suecica es un alga verde presente en ecosistemas marinos y 
costeros. Es capaz de crecer hasta concentraciones muy elevadas por lo que es 
usada como alimento en acuicultura fundamentalmente para la alimentación de 





Clase Bacillariophyceae; Orden Naviculales 
 




Clase Bacillariophyceae; Orden Bacillariales 
 
Nitzschia closterium (Ehrenberg) Smith 
 
Phaeodactylum tricornutum, Navicula sp. y Nitzschia closterium son 
organismos eucariotas unicelulares pertenecientes al grupo de las diatomeas. 
Estos organismos presentan una cubierta de sílice llamado frústulo que presenta 
una diversidad de formas según especie. Son especialmente importantes  en los 
océanos donde se calcula que proporcionan hasta un 45 % del total de la 
producción primaria oceánica (Mann 1999). En concreto, Phaeodactylum 
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tricornutum es frecuentemente usado en acuicultura debido a su capacidad 
nutritiva y capacidad de crecimiento. Asimismo, es capaz de dar lugar al 
desarrollo de “blooms” bajo distintas condiciones ambientales, contribuyendo en 
gran medida a la “bomba biológica” de captación de CO2 atmosférico. Por ello, 












Los organismos de este género utilizados en esta tesis fueron aislados de 
corales. Estos organismos eucariotas unicelulares mantienen una relación 
simbiótica con los corales que habitan determinando el éxito de su supervivencia 
(Stanley 2006). Durante las últimas décadas distintos fenómenos de cambio 
climático y alteración de las condiciones ambientales, fundamentalmente 
temperatura, están dando lugar al denominado fenómeno de “blanqueamiento” 
de los corales (Sotka y Thaker 2005). Los corales pierden su coloración 
característica debido a la reducción en el número de simbiontes habitando en 
ellos, lo que corresponde a una pérdida de la relación simbiótica y con ello, 
afectación de la fisiología del coral así como una mayor predisposición a 
enfermedades. Por ello, la afectación de estos organismos ante distintos 
fenómenos de cambio climático es de gran interés. El género symbiodinium 
abarca un gran número de “clades” distintos presentando tolerancia diversa. Los 
dos organismos seleccionados en esta tesis pertenecen a los “clades” A2 y A3 
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IV. FITOPLANCTON OCEÁNICO 
 
Las tres especies de fitoplancton marino utilizadas pertenecen al Phylum 
Haptophycophyta. Aunque la taxonomía de este phylum no llega a ser clara (Jordan et 
al. 2004), hemos seleccionado organismos pertenecientes a dos clases:  
 
1. Clase Prymnesophyceae, Orden Isochrysidales, al que pertenecen las dos 
especies de cocolitofóridos:  
 
Emiliania huxleyi (Lohman) Hay et Mohler.  
 
Isochrysis galbana Parke 
 
2. Clase Paulovophyceae, Orden Pavlovales, al que pertenece la tercera especie: 
 
Monochrysis lutheri (Droop) Green.     
 
Los cocolitofóridos son organismos marinos unicelulares fotosintéticos 
capaces de producir placas de carbonato cálcico (principalmente calcita) 
denominadas “cocolitos” siendo considerados los mayores productores de calcita 
en el océano (Westbroek et al. 1989). Este grupo fitoplanctónico se caracteriza 
asimismo por su  capacidad para la formación de blooms en aguas superficiales 
tanto costeras como oceánicas (Paasche 2002).  Existen unas 280 especies de 
cocolitofóridos (Young et al. 2003) pero solo dos, entre ellas Emiliania huxleyi se 
conocen como formadoras de blooms en el presente periodo geológico (Jordan y 
Green 1994). Emiliania huxleyi se considera el cocolitofórido más abundante en 
los océanos actuales (Paasche 2002) distribuyéndose en la mayoría de los océanos 
exceptuando los océanos Ártico y Antártico (Paasche 2002; Tyrrel y Merico 2004) 
debido a su gran plasticidad genética (Iglesias-Rodríguez et al. 2002). Por ello, la 
biología de este cocolitofórido así como su papel en el ciclo del carbono es objeto 
de numerosos estudios y ha sido seleccionado para su estudio en esta tesis.  
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La especie Isochrysis galbana no da lugar a la formación de placas 
calcáreas. Se piensa que esta especie pudo perder de forma secundaria su habilidad 
para la formación de cocolitos (Billard e Inouye 2004). Tanto Isochrysis galbana 
como Monochrysis lutheri son ampliamente utilizados en la industria acuícola y 
fácilmente cultivables en laboratorio.  
 
 
 CARACTERÍSTICAS COMUNES DE LOS ORGANISMOS 
SELECCIONADOS 
 
Todos los organismos utilizados en esta tesis presentan reproducción 
asexual como única herramienta de reproducción. Por tanto, la mutación 
genética se considera su única fuente de variabilidad genética y la selección solo 
puede actuar sobre la variación que ha surgido “de novo” por mutación. 
Para cada microorganismo utilizado los cultivos fueron previamente re-clonados 
a partir de una única célula antes del comienzo de los experimentos para evitar la 
inclusión de cualquier mutación espontánea previa que pudiera haber ocurrido 
en el cultivo.  De esta manera se asegura asimismo la homogeneidad genética en 
el punto de partida.  
 
 
 VENTAJA DEL USO DE MICROORGANISMOS EN EXPERIMENTOS 
DE EVOLUCIÓN (Elena y Lenski 2003) 
 
1. Facilidad de propagar y enumerar.  
2. Rapidez de reproducción lo que permite la realización de experimentos durante 
numerosas generaciones. 
3. Permiten el manejo de poblaciones grandes en espacios pequeños facilitando el 
uso de réplicas.  
4. Este tipo de organismos disponen de mecanismos que permiten mantenerse en 
estado de reposo (G0), sin reproducirse, durante cierto tiempo. Por ello, los 
genotipos ancestrales pueden ser almacenados, mantenidos en reposo y salir de 
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5. Pueden elegirse organismos de reproducción asexual, por lo que se aumenta la 
precisión en los replicados.  
6. La asexualidad permite asimismo realizar medidas de fitness debido a la 
asociación que puede mantenerse entre marcadores genéticos y un genoma 
concreto.  
7. La manipulación de variables ambientales es fácil.  
8. Existen abundantes bases de datos para multitud de especies que permiten 
realizar análisis genéticos precisos así como comparaciones posteriores.  
 
 
 SISTEMAS EXPERIMENTALES: HERRAMIENTAS PARA EL 
ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN 
 
I. ANALISIS DE FLUCTUACIÓN 
 
"During a pause in the music I found myself standing near a slot machine, 
watching a colleague putting dimes into it. Though losing most of the time he 
occasionally got a return. Not a gambler myself, I was teasing him about his 
inevitable losses, when he suddenly hit a jackpot... gave me a dirty look at walked 
away. Right then I began giving some thought to the actual numerology of slot 
machines; in doing so, it dawned on me that slot machines and bacterial 
mutations have something to teach each other."  
 
(Luria's autobiography: A Slot Machine, A Broken Test Tube).  
 
 
 Este párrafo define el “momento eureka” en que Salvador E. Luria (ganador, 
junto con Max Delbrück, del premio nobel en Fisiología y Medicina en 1969) descubrió 
la forma de demostrar experimentalmente la naturaleza de las mutaciones que permiten 
la adaptación de un organismo a un ambiente selectivo. Experimentos previos habían 
observado el resurgimiento de cultivos bacterianos al tiempo de ser expuestos a un 
agente bacteriófago. Este resurgimiento era asociado a la aparición de nuevas variantes 
resistentes a partir de genotipos sensibles y distintos autores planteaban opiniones 





MATERIAL Y MÉTODOS 
diversas sobre el momento de la aparición de la resistencia, antes o después de la 
exposición de la bacteria con el bacteriófago (Gratia 1921; D´Herelle 1926).  
Sin embargo, el diseño experimental mediante el cual se podía determinar la 
forma en la que estas variantes aparecían, no se estableció hasta 1943, cuando Salvador 
Luria y Max Delbrück expusieron el magistral experimento del “Análisis de 
Fluctuación”. Este experimento ha sido utilizado durante años para la determinación de 
la naturaleza de las mutaciones en distintos grupos de organismos desde bacterias hasta 
células animales (Coffino et al. 1975; Legarde AE 1989). Para la realización de este 
experimento, o al menos para la determinación de parámetros importantes como la tasa 
de mutación, es importante el uso de organismos unicelulares y asumir un 100% de 
eficiencia en cultivo en placa (Jones 1994a). Por ello, el experimento de Luria y 
Delbrück en cultivos de microalgas fue limitado durante muchos años a 
Chlamydomonas sp (Guilham y Levine 1962; Lee y Haughn 1980; Collard y Matagne 
1990) puesto que esta microalga sí podía ser cultivada en placa de forma eficiente. 
Tratando de solucionar esta cuestión, López-Rodas et al. (2001), desarrollaron un 
diseño experimental sustituyendo el cultivo en placas de agar por medio líquido 




El análisis de fluctuación es una combinación de procedimientos experimentales y 
estadísticos que permite determinar la naturaleza de la mutación que confiere la 
resistencia ante un determinado agente selectivo. Por ello, nos permite distinguir entre 
dos modelos:  
 
o Modelo pre-selectivo: Con esta primera hipótesis se plantea que la  resistencia 
ocurra por una mutación que aparece al azar, de forma espontánea antes de que 
el organismo entre en contacto con el agente selectivo. Por ello, la denominaron 
“mutation”:  
“There is a finite probability for any bacterium to mutate during its life time 
from “sensitive” to “resistant.” Every offspring of such a mutant will be 
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the bacterium will not be killed if exposed to virus, and the possibility of its 
interaction with virus is left open” (Luria y Delbrück 1943. p.193).  
 
o Modelo post-selectivo: Con esta segunda hipótesis Luria y Delbrück plantearon 
la posibilidad de que la mutación que confiere la resistencia se produzca tras el 
contacto con el agente selectivo. Lo que ellos llamaron “adquired hereditary 
inmunity”: 
“There is a small finite probability for any bacterium to survive an attack by the 
virus. Survival of an infection confers immunity not only to the individual but 
also to its offspring. The probability of survival in the first instance does not run 
in clones. If we find that a bacterium survives an attack, we cannot from this 
information infer that close relatives of it, other than descendants, are likely to 
survive the attack” (Luria y Delbrück 1943. p.193). 
 
Luria y Delbrück plantearon estas dos hipótesis. En el caso de la resistencia 
debida a “mutación”, la proporción de bacterias resistentes entre un número 
determinado de colonias bacterianas debería aumentar a lo largo del tiempo, debido a 
que los mutantes pueden aparecer en cualquier momento. Por ello, se encuentran 
grandes fluctuaciones que ayudan al estudio cuantitativo para la diferenciación de las 
hipótesis. Sin embargo, en el caso de la “inmunidad adquirida”, la proporción de 
bacterias resistentes debe ser constante siempre que las condiciones de cultivo no 
cambien.  
 
BASE METODOLÓGICA (adaptación a cultivos líquidos) 
 
Para la distinción entre ambas hipótesis es necesario, por tanto, la determinación 
de la distribución de probabilidades de la aparición de bacterias resistentes en cada caso. 
Para ello, se establecen dos sets de experimentos (Figura 6). En el primer set, se cultiva 
un número elevado de cultivos, alrededor de 100 tubos (según el experimento), con un 
número bajo de células (102 células aproximadamente). El motivo de la baja densidad 
celular es el asegurar la ausencia de mutantes resistentes al principio del experimento. 
Asimismo es importante señalar que previamente al desarrollo del experimento las 
células deben ser re-clonadas a partir de una única célula para evitar incluir mutaciones 
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espontáneas acumuladas. Los cultivos crecen en condiciones no selectivas hasta 
alcanzar 105 células por cultivo. Durante este periodo de crecimiento algunas células 
podrían mutar y dar lugar a un genotipo resistente.  Una vez que los cultivos alcanzan la 
concentración celular deseada de 105 células por cultivo se añade a todos los cultivos 
del set 1 el agente selectivo a la concentración letal previamente determinada. El agente 
selectivo será letal para aquellos genotipos sensibles pero las células resistentes podrán 
continuar su crecimiento. Simultáneamente, se prepara un segundo set (set 2) en el que 
un número menor de tubos (alrededor de 30) es inoculado directamente con 105 células 
procedentes de la misma población parental que aquellas del set 1. Este segundo set es 
inoculado directamente en presencia del agente selectivo a la misma concentración letal. 
Ambos sets se dejan crecer durante aproximadamente 60 días. Tras este tiempo, se 
determina el número de células resistentes en cada uno de los cultivos. 
 
En el caso de que la resistencia al agente tóxico se desarrolle en respuesta directa 
a la presencia del agente, la probabilidad de cada bacteria de sobrevivir al bacteriófago 
es constante. Por ello, se esperará que la proporción de células resistentes se distribuya 
según una distribución de Poisson. En este caso, la varianza de las réplicas será igual al 
valor medio (V = M). En el caso de la aparición de la mutación por un fenómeno al 
azar, cada cultivo paralelo presenta una probabilidad distinta de desarrollar la resistencia 
en cada división celular. Por ello, habrá cultivos donde la resistencia se dé pronto en el 
tiempo y por tanto la mayoría de la progenie será resistente. En otros cultivos, la 
mutación que confiere la resistencia puede aparecer en una de las últimas divisiones 
celulares, resultando en un número bajo de células resistentes. Habrá cultivos en los que 
la mutación no tenga lugar, y por tanto todas las células fueron sensibles y no 
sobrevivieron a la concentración letal del agente selectivo. En el caso de la hipótesis de 
“mutación espontánea” la distribución de probabilidades, por tanto, no corresponde a 
una distribución de Poisson y consecuentemente la varianza de esos replicados será 
mayor que la media (V> M). El set 2 es considerado el control del experimento y mide 
la varianza de la población parental. La variación entre tubos muestra únicamente el 
error experimental.  En el caso de este set, la probabilidad de que aparezcan mutaciones 
tanto pre-selectivas como post-selectivas al agente selectivo es alta, debido a que los 
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distribución de células resistentes correspondería nuevamente a una distribución de 
Poisson (V=M).  
 
El ratio varianza/media del set 1 y 2, por tanto, es usado para distinguir entre la 
aparición de mutantes al azar (ratio varianza/mediaset1> ratio varianza/mediaset2) o 
mutación dirigida (ratio varianza/mediaset1=ratio varianza/mediaset2). 
 
CÁLCULO DE LA TASA DE MUTACIÓN ESPONTÁNEA 
 
El cálculo de la tasa de mutación espontánea es de considerable interés ya que 
ofrece elementos para comprender las capacidades evolutivas de los organismos (Klug y 
Cummings 1997).  El análisis de fluctuación propuesto por Luria y Delbrück estableció 
una base para medir la frecuencia de los eventos mutacionales a partir de distintos 
estimadores (Luria y Delbrück 1943): el primer método hace uso del estimador P0 y  el 
segundo método hace uso del número medio de bacterias resistentes por cultivo. Desde 
la publicación de este artículo, trabajos posteriores discreparon en la mayor o menor 
fiabilidad del uso de los estimadores propuestos planteando nuevas aproximaciones 
como el uso de la mediana o el método de máxima verosimilitud (Lea y Coulson 1949; 
Li y Chu 1987; Stewart et al. 1990; Jones et al. 1994b; Stewart 1994; Asteris y Sarkar 
1996). La elección de una u otra dependerá de la decisión del investigador considerando 
la que represente mejor la realidad de sus cultivos experimentales (Rosche y Foster 
2000). Los trabajos presentados en esta tesis usan el estimador P0 planteado por Luria y 
Delbrück (1943) como ya propuso López-Rodas et al. (2001) cuando se utilizaban 
cultivos en medio líquido. Este método se basa en el hecho de que el número de 
mutaciones en una serie de cultivos similares debe distribuirse según la distribución de 
Poisson. Por ello, el número medio de mutaciones por cultivo se calcula a partir de la 




- µ (Nt- N0) 
 
, donde Nt y N0 corresponden al número de células final e inicial, 
respectivamente y µ corresponde a la tasa de mutación:  
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En estos trabajos se considera la tasa de mutación como el ratio de células mutantes por 
cada división celular (López-Rodas et al. 2001). 
 
 
II. EXPERIMENTO DE RATCHET. DETERMINACIÓN DE LA MÁXIMA 





Reboud et al. (2007) plantearon un diseño experimental para el estudio del 
potencial de evolución de la resistencia de la microalga Chlamydomonas reinhardtii al 
herbicida simazina. Este protocolo permitía el estudio de la respuesta evolutiva de las 
poblaciones a presiones selectivas a largo plazo. Posteriormente, Orellana et al. (2008) 
modificaron este procedimiento para la obtención de microalgas presentando la máxima 
capacidad de adaptación ante distintos antibióticos, herbicidas y metales pesados. El 
diseño experimental utilizado en esta tesis parte de diseños previos, para estudiar la 
máxima capacidad de adaptación de las poblaciones ante dosis crecientes de un agente 
selectivo determinado así como el estudio de la capacidad de adaptación diferencial 
inter-específica.  
 
Para la determinación de la máxima capacidad de adaptación de una población 
es importante tener en cuenta distintas cuestiones: a) la población inicial debe ser lo 
suficientemente elevada para asegurar una representativa variabilidad genética de la 
población evitando así el denominado “efecto fundador” (reducción del número de 
alelos de una población como consecuencia de una muestra inicial reducida); b) es 
necesario aplicar una presión de selección suficientemente fuerte como para asegurar el 
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El protocolo del ratchet combina perfectamente ambas premisas. Asimismo, 
permite el mantenimiento de distintas dosis selectivas. De este modo, se asegura el 
mantenimiento del crecimiento a dosis inferiores durante el cual es posible que pueda 
surgir y propagarse una mutación beneficiosa. Estas características confieren al sistema 
de Ratchet una capacidad importante para el estudio de la respuesta evolutiva de un 




 El protocolo de Ratchet se basa en el mantenimiento de un equilibrio entre la 
presencia de poblaciones elevadas y una fuerte presión selectiva, la cual es mantenida 
gracias a la transferencia de las poblaciones resistentes a dosis crecientes del agente 
selectivo. Cada una de las transferencias realizadas corresponde a un ciclo de Ratchet.  
 
El diseño experimental consta de tres dosis selectivas crecientes y una población 
control mantenidos en cada ciclo de Ratchet (Fig. 7). Las dosis iniciales de las que se 
parte son las mismas para todas las especies, puesto que quieren ser comparadas, y su 
determinación se realiza a través de experimentos previos de dosis-efecto. Cada uno de 
los tratamientos se cultiva por triplicado considerando cada replica como una población 
independiente. Todos los experimentos se fundan a partir de cultivos en fase 
exponencial de crecimiento. Cada replicado es inoculado con una concentración celular 
elevada (≈ 300.000 células ml-1 según la especie) y es mantenido bajo condiciones 
selectivas durante 20 días. Tras ese tiempo, se determina la concentración celular en 
cada replicado y se compara con el crecimiento en las poblaciones control. Para 
considerar el paso al siguiente ciclo de Ratchet, a la siguiente concentración selectiva, la 
población experimental debe haber alcanzado una concentración celular al menos igual 
que la de la población control. En el caso de que la densidad celular alcanzada no sea la 
adecuada, los cultivos se mantendrán a la misma concentración durante otro ciclo de 
ratchet, en espera de la siguiente determinación. Es importante señalar que cada 
replicado se considera una población independiente. De esta manera, la transferencia de 
cada uno de ellos al nivel de selección siguiente será independiente del resto de 
replicados. 20 días se consideran tiempo suficiente para que los cultivos alcancen una 
concentración celular elevada. Obviamente, el tiempo empleado por cada especie para 
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alcanzar la misma densidad celular es diferente, puesto que sus tasas de crecimiento son 
distintas. Tras este periodo las poblaciones control pueden encontrarse en la fase 
estacionaria en el momento de realizar el contaje celular, en el caso de las poblaciones 
con mayor tasa de crecimiento. Pero de cualquier manera, este tiempo es necesario 
puesto que debido a la reducción de la tasa de crecimiento en las poblaciones sujetas a 
una fuerte presión de selección, el tiempo necesario para alcanzar la misma 
concentración celular es elevado. El final del protocolo de selección se considera tras 6 
ciclos de ratchet sin observar crecimiento de los cultivos experimentales. El máximo 
nivel de selección que permite el crecimiento de esa cepa determinada se considera la 
máxima capacidad de adaptación a un agente selectivo concreto. Dependiendo del 
agente selectivo y de la capacidad de cada especie para la evolución de resistencia 
genética, el número de ciclos de ratchet será distinto.  
 
Mediante las ecuaciones de Novick y Szilard (1950), somos capaces de 
determinar el número de generaciones acontecidas durante los experimentos de Ratchet 
lo que nos permite comparar entre distintos replicados.  
 
Nt = N0 2
t/T 
 
g = t / T 
 
donde  Nt = nºde células a tiempo t, N0 = nº de células en el momento inicial, t = 
tiempo, T = tiempo de generación y g = nº de generaciones.   
 
 
Este diseño experimental permite asimismo elucidar si la adaptación se produjo 
por medio de procedimientos genéticos o de lo contrario, derivó como resultado de una 
adaptación fisiológica. Para ello, nos fijaremos en la evolución diferencial de cada uno 
de los replicados a cada dosis concreta. Puesto que cada réplica es considerada como 
una población independiente la dinámica de resistencia en cada una puede ser distinta: 
a) en el caso de que la resistencia al agente selectivo ocurra por medio de aclimatación 
fisiológica, todos los replicados presentarán la misma probabilidad de presentar la 
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deseado será el mismo en todos los replicados; b) si por el contrario, la aparición de la 
resistencia aparece debido a mecanismos genéticos, el número de generaciones 
necesarias para alcanzar la resistencia variará entre réplicas. Obviamente, es posible que 
ambos fenómenos acontezcan al mismo tiempo. En los primeros ciclos de selección 
(niveles bajos de presión selectiva), las mutaciones que confieren débil resistencia 
puedan presentarse a una frecuencia más elevada. Por tanto, todos los replicados 
podrían mostrar crecimiento a un tiempo determinado similar sin ser debido únicamente 
a un fenómeno de aclimatación fisiológica. Sin embargo, en ciclos posteriores donde la 
presión selectiva es mayor se requiere mecanismos de resistencia más complicados para 
asegurar la supervivencia, que no pueden ser asegurados por mera adaptación 
fisiológica. Es posible que estos mecanismos no se produzcan en todas las poblaciones, 
o si se producen, sea en tiempos diferentes.  Por ello, se observara diversidad en la 
evolución de los distintos replicados.  
 
  
El protocolo de Ratchet permite por tanto explorar las distintas posibilidades del 
fitoplancton para adaptarse genéticamente a distintos agentes selectivos así como 




III. CONTRIBUCIÓN DE LAS FUERZAS DE EVOLUCIÓN 
 
 
“ You press the rewind button and, making sure you thoroughly erase 
everything that actually happened, go back to any time and place in the 
past (…). Then, left the tape run again and see if the repetition looks at all 
like the original. If each replay strongly resembles life´s actual pathway, 
then we must conclude that what really happened pretty much had to 
occur. But suppose that the experimental versions all yield sensible results 
strikingly different from the actual history of life (…)”. 
 
 (Stephen Jay Gould, Wonderful life 1989) 
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BASE TEÓRICA  
 
Con esta idea, Stephen Jay Gould, defensor de la importancia de la contingencia 
histórica (Gould y Lewontin 1979), imaginó perfectamente como podría ser el 
experimento perfecto para demostrar la contribución de ésta en el cambio evolutivo. 
Gould dedicó parte de su investigación al estudió de uno de los yacimientos fósiles más 
importantes a nivel mundial: Burguess Shale. Observó que la extraordinaria diversidad 
observada al inicio del periodo Cámbrico no se mantuvo tras la subsiguiente extinción 
masiva que aconteció y sólo algunas de esas especies sobrevivieron y evolucionaron. 
Con esta apreciación, Gould se planteaba la repetitividad de la evolución. Si se volviera 
al punto de inicio, hace 488 millones de años, con las mismas especies de partida, ¿se 
observaría el mismo resultado?, o incluso, ¿podríamos estar aquí planteándonos esa 
pregunta si por algún motivo, los primeros cordados no hubieran sobrevivido? Si el 
cambio evolutivo dependiera única y exclusivamente del poder de la selección natural, 
nos encontraríamos siempre ante la misma situación tras correr la cinta de nuevo. Sin 
embargo, si el resultado no fuera tan selectivo, si tanto las formas adaptadas como las 
no adaptadas presentaran la misma probabilidad de evolucionar, el resultado no podría 
ser predecido.  
 
De esta manera, Gould defendía el efecto de la historia, la cual, podría constreñir 
o promover resultados evolutivos determinados según la genética y desarrollo evolutivo 
del genotipo concreto.  
 
Basándose en el experimento teórico planteado por Gould (1989), Travisano et 
al. (1995a) plantearon un experimento robusto para la evaluación y cuantificación de la 
contribución de tres componentes principales del cambio evolutivo: adaptación, azar e 
historia, sobre la evolución de distintos caracteres bajo una presión selectiva a largo 
plazo.  Obviamente, un experimento tal cual como el planteado por Gould es imposible. 
Pero Travisano et al. (1995a) plantearon un experimento por el cual se conseguía el 
mismo objetivo. Consistía en la propagación simultánea de réplicas de aislados 
independientes en ambientes idénticos y la comparación de un carácter concreto entre 
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medios iniciales y derivados se explicarían como resultado del efecto de las distintas 
fuerzas evolutivas (Fig.8). En el punto inicial, se espera que la diferencia de la media 
entre réplicas sea idéntica dentro de los límites estadísticos relativos al error 
experimental. Tras la fase de propagación, podría ocurrir que no se observen diferencias 
entre la población ancestral y derivada. Con esto se concluiría que no ha tenido lugar 
cambio evolutivo alguno (Fig.8.1a).  Si no observamos cambio significativo en la media 
del carácter pero se observa un aumento significativo de la varianza nos encontramos 
ante la influencia única del azar, bien sea por deriva genética o fenómenos de mutación 
(Fig.8.1b). Podría ocurrir que se observara una variación en el valor medio pero sin 
diferencias significativas entre aislados. En este caso nos encontraríamos ante la 
contribución única de la adaptación. Sin embargo, podría ser tanto que ese carácter 
determinado haya sido diana de la selección natural o esta correlacionado con algún 
carácter que ha sido seleccionado (Fig.8.1c). Otra opción sería un cambio tanto en el 
valor medio como en la varianza. En este caso, nos encontraríamos ante la contribución 
combinada de la adaptación y azar (Fig.8.1d).  
 
Para poder considerar el efecto de la contingencia histórica es importante el uso 
de genotipos distintos para poder comparar la evolución paralela de cada uno de ellos en 
ambientes idénticos. Puede ocurrir que la variación inicial en un determinado carácter 
entre los distintos genotipos sea eliminada en la población derivada. Todos ellos 
convergen en un mismo resultado evolutivo, no pudiendo reconstruir el genotipo 
ancestral a través del carácter determinado. De esta manera significaría que la huella 
histórica ha sido borrada debido al efecto de la adaptación, azar, o ambos (Fig. 8. 2a). Si 
por el contrario, las diferencias entre las poblaciones iniciales y derivadas se mantienen 
al final del tiempo de propagación, significa que la huella de la historia es mantenida 
(Fig. 8.2b).  
  
Es importante señalar que la contribución de las distintas fuerzas evolutivas no 
es exclusiva por lo que podrían participar todas al mismo tiempo en el proceso 













 El diseño experimental planteado en esta tesis se basa en el modelo presentado 
por Flores-Moya et al. 2008, el cual a su vez se basa en aquél presentado por Travisano 
et al. (1995a).  
 
Aunque ya se ha señalado anteriormente como punto común en los experimentos 
de evolución, cada una de las cepas es re-clonada a partir de una única célula para 
asegurar la homogeneidad genética en el punto de partida. De cada una de las cepas se 
cultiva un número determinado de réplicas (15 en nuestro caso concreto) en las 
condiciones iniciales y se determina la media de un carácter concreto (esa medida 
corresponde al valor de la población ancestral).  En ese momento, cada una de las 
réplicas se transfiere a dos cultivos independientes para conseguir dos poblaciones 
idénticas. Una de ellas será considerada como la población experimental, la cual será 
transferida a las nuevas condiciones de cultivo selectivas y propagada durante un 
número determinado de generaciones (ver figura 9). La otra será mantenida en las 
condiciones iniciales actuando como población control. Cada una de las réplicas debe 
ser transferida a medio fresco cada 21 días aproximadamente para la renovación de 
nutrientes.  
 
La determinación de los caracteres de interés se realiza cada 4 meses y los 
valores obtenidos tras 12 meses de propagación son comparados con los valores 
iniciales para la determinación de la contribución de las distintas fuerzas evolutivas. La 
determinación cuantitativa de la contribución de la adaptación es definida a través de 
cambios en el valor medio de los valores iniciales y finales de un determinado carácter. 
Para ello se pueden utilizar distintas aproximaciones estadísticas de comparaciones de 
medias como es la distribución t de Student o su alternativa no paramétrica, el test de la 
U de Mann Whitney. El efecto del azar e historia se pueden estimar a través de un 
ANOVA anidado mediante el cual se determina la varianza asociada a cada factor 
estudiado en concreto. En nuestro caso, contamos con dos valores de variación (cepa y 
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azar al proceso evolutivo corresponde a la varianza medida entre réplicas. Por otro lado, 
la varianza entre cepas permite estimar la contribución de la historia en el proceso 
evolutivo. Para la cuantificación de la contribución del azar y la historia se utiliza la raíz 
cuadrada de la media cuadrática de cada uno de los componentes de la varianza. El uso 
de la raíz cuadrada se explica para poder usar unidades comparables con la 
cuantificación de la adaptación. Asimismo se calculó el intervalo de confianza al 95% 
para la varianza. Según el diseño experimental planteado en nuestro experimento, la 
adaptación inicial debe ser cero y el azar inicial corresponderá al error de muestreo, 
puesto que los replicados no han tenido tiempo de adaptarse o diferir. Las diferencias 
iniciales entre genotipos reflejan el efecto de la historia inicial debido a que 
corresponden a distinta filogenia. 
 
Determinación del cambio fisiológico o genético 
 
El diseño experimental presentado permite asimismo la diferenciación de la 
naturaleza del cambio, en el caso de que tenga lugar. Si el proceso de adaptación se 
produjo por como resultado de la selección de nuevas variantes genéticas o por el 
contrario, fue debido a un proceso de aclimatación.  Para ello, la población experimental 
es transferida de nuevo a las condiciones iniciales y mantenida en éstas durante un mes. 
De la misma manera la población control se mantuvo en las mismas condiciones 
durante un mes más (13 meses en total). Si el valor medio del carácter concreto coincide 
con aquél del control significará que el proceso de cambio es debido a un fenómeno de 
aclimatación puesto que la población puede volver de forma rápida al valor inicial. Sin 
embargo, si el proceso de adaptación se produjo mediante la selección de las variantes 
adaptadas, la población adaptada no podrá volver a presentar los valores iniciales tras un 
mes de cultivo en las condiciones de partida y por tanto se puede concluir que ha tenido 
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CONSIDERACIONES DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Dentro del concepto de “Contingencia histórica” Gould (1989) formuló dos 
nociones distintas, aunque ambas pueden ser vistas complementariamente (Beatty 
2006): 
 
 La “imprevisibilidad” de la contingencia: partiendo de los mismos orígenes 
idénticos los resultados son impredecibles:  
“Any reply of the tape would lead evolution down a pathway radically 
different from the road actually taken (…)”. (p.51). 
 
 La “Dependencia-causal”: el resultado final dependerá de los estados previos de los 
que preceda. Es por ello dependiente o contingente de cualquier cambio previo. La 
imborrable huella de la historia:  
“A historical explanation rests on an unpredictable sequence of antecedent 
states where any major change in any step of the sequence would have 
altered the final result”. (p.283). 
El diseño experimental planteado por Travisano et al. (1995a) y el usado en esta 
tesis alude únicamente a la noción de “dependencia causal”. Se apela a la historia desde 
el punto de vista de distintos resultados evolutivos a partir de distintos puntos 
ancestrales. Hacemos lo mismo que en la película de Frank Capra “It´s a Wonderful 
life" y en la que Gould se inspira. Travisano et al. (1995b) plantearon un trabajo 
simultáneo en el que sí distinguían la opción de “imprevisibilidad” mediante el estudio 
de las diferencias genotípicas en 12 aislados que partiendo del mismo ancestro común 
seguían convergiendo en la fitness tras 1000 generaciones. Sin embargo, la fitness era 
distinta al cultivarlo en medio distinto del que partieron. Estas diferencias pueden ser 
debidas al orden en el que las mutaciones aparecen en la historia evolutiva de cada 
población, aunque estas lleven al mismo resultado.  Como plantearon Gould y Lewontin 
(1979) (p.593):  “ Subpopulations within a species often develop different 
adaptations as solutions to the same problem”. En el mismo sentido Lenski et al. 
(1991) afirmaron (p.1337): "It is possible that the populations have evolved to 
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possible to distinguish the populations from each other on the basis of differences 
under other environmental conditions." 
 
Otra diferencia importante entre el experimento de Gould y el aquí planteado es 
que no se distingue entre azar e historia en el mismo sentido en que Gould lo hizo. 
Gould distinguió entre historia y “efectos estocásticos”. Para él, los efectos estocásticos 
eran los efectos derivados de la deriva genética y error de muestreo. Sin embargo, 
consideraba que el fenómeno de mutación al azar y orden mutacional son fuentes de 
contingencia histórica puesto que el resultado final dependerá de éstos. Sin embargo, el 
experimento diseñado por Travisano et al. (1995a) y el usado en esta tesis incluyen en 
la misma categoría “azar” tanto el error debido al muestreo experimental como 
mutación al azar y orden mutacional. Por tanto, “azar” se superpone con contingencia 
histórica.  

























Varianza=Media Modelo post-selectivo 
Varianza≈Media 
Figura 6. Esquema del análisis de fluctuación de Luria y Delbrück adaptado 
para cultivo en medio líquido (López-Rodas 2001). Los puntos verdes oscuros y 
claros representan las células con genotipo sensible y resistente 
respectivamente. En el set 1 se cultivan 10
2
 células por cultivo en medio no 
selectivo y se dejan crecer hasta alcanzar 10
5
 células. En ese momento se añade 
el medio selectivo y simultáneamente se funda el set 2, con 10
5
 células 
procedentes de la misma población parental. Si las células resistentes aparecen 
en respuesta directa al agente selectivo, el número de células por cultivo será 
similar y V≈M. Si las células resistentes aparecen de forma espontánea antes de 
entrar en contacto con el agente selectivo se observará una importante 












Figura 7. Esquema del experimento de Ratchet. Cada ciclo de ratchet consta de 
tres réplicas del control y tres réplicas de cada condición experimental a las 
dosis propuestas. La transferencia a la siguiente dosis se realiza cuando el tubo 
experimental alcanza el mismo crecimiento que los controles. Los tubos que no 
alcanzan el crecimiento deseado se mantienen en las mismas condiciones hasta el 
siguiente ciclo. La máxima capacidad de adaptación se considera a la dosis antes 
de la cual no se aprecia crecimiento tras 6 ciclos de ratchet.  














d. µ0 ≠ µf        v0 ≠ vf  
 
c. µ0 ≠ µf        v0 = vf 
 

































Fig.8. Representación esquemática de los efectos debidos a adaptación, azar e 
historia en el cambio evolutivo.  1. a) No existe cambio evolutivo; b) Efecto 
debido al azar; c) Efecto debido únicamente a la adaptación; d)Efecto debido a 
la influencia del azar y la adaptación. 2. Análisis de la contribución de la 
historia a) El efecto inicial de la historia es eliminado el afecto de la adaptación 
y el azar b) El efecto inicial de la historia se mantiene así como la participación 
























 … n=15  … n=15  … n=15  … n=15  … n=15  … n=15 
Tiempo = 12m + 1m 
Medida de los parámetros 
de interés 
 
 … n=15  … n=15  … n=15 
Vuelta a las condiciones iniciales 
Tiempo = 4, 8 y 12meses 
Medida de los parámetros 
de interés 
Condiciones selectivas Condiciones control 
Población ancestral 
Tiempo = 0 
Condiciones iniciales 
Medida de parámetros de 
interés 
 … n=15  … n=15  … n=15  … n=15  … n=15  … n=15 
 … n=15  … n=15  … n=15 
Fig. 9. Representación esquemática del diseño experimental. Se fundan 15 
aislados para las condiciones control y 15 aislados para las condiciones 
selectivas. Cada cultivo es mantenido mediante transferencias seriadas en medio 
fresco durante 12 meses (medio selectivo o medio no selectivo, según se trate del 
experimento o población control respectivamente). Los parámetros de interés 
son determinados al principio del experimento, 4 meses, 8 meses y a los 12 
meses. Para discriminar entre cambio genético o aclimatación los cultivos son 
transferidos de nuevo a las condiciones iniciales y mantenidos durante un mes. 
Los parámetros de interés son determinados nuevamente.  
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 SISTEMA CARBONATO EN EL OCÉANO Y HERRAMIENTAS PARA 




SISTEMA CARBONATO EN EL OCÉANO 
 
Aunque la composición de agua de mar varía de un océano a otro, presentando 
variaciones en densidad y otros parámetros físicos y químicos, su composición relativa 
está bien definida (Millero et al. 2008). De entre todo el conjunto de sales disueltas en 
el agua de mar, siendo NaCl la más predominante, tan solo el 0.7 % corresponde al 
conjunto de especies ácido-base que determinarán cambios en la acidez del agua siendo 
el ácido carbónico y el ácido bórico las especies predominantes (Dickson 2010). Para 
entender el equilibrio ácido-base del agua de mar es fundamental conocer el sistema 
carbonato (Schulz et al. 2009).  
 
 
PARÁMETROS ANALÍTICOS PARA EL SISTEMA CARBONATO EN AGUA DE 
MAR  
 
La concentración individual de las distintas especies del sistema ácido-base en 
agua de mar no pueden ser medidas directamente. Normalmete la concentración es 
inferida a partir de la combinación de a. medidas analíticas realizadas en la muestra de 
estudio y b. constantes de disociación empíricas altamente dependientes de la 
temperatura y salinidad (Dore et al. 2009; Dickson 2010). Los cuatro parámetros del 
sistema carbonato que pueden ser determinados experimentalmente en nuestra muestra 
de agua de mar son:  
 
 -     pCO2 
- DIC 



















Estos dos últimos parámetros tienen la ventaja de ser independientes de la 
temperatura y presión por lo que son conservados durante los distintos fenómenos de 
mezcla de masas de agua (Hurd et al. 2009).  
pCO2  
La presión parcial de dióxido de carbono en aire en equilibrio con el agua de mar a 
una determinada temperatura es una medida del grado de saturación de la muestra de 
agua con CO2 gas. Es una función fuertemente dependiente de la temperatura 
(Dickson 2010). 
DIC (Carbono Inorgánico Disuelto Total) 
Suma de todas las especies de carbono disueltas en agua de mar. En el océano, el 
dióxido de carbono disuelto en agua de mar existe principalmente en tres formas 
orgánicas agrupadas en su conjunto bajo la denominación de DIC o CT (Carbono 
Inorgánico Disuelto Total): dióxido de carbono disuelto (CO2), el cual incluye también 
el ácido carbónico (H-CO3), puesto que ambas formas son interconvertibles y 
representan alrededor del 1% del total; ión bicarbonato (HCO3
-) representando el 91% 
y el ión carbonato (CO3
-) representando el 8% restante (Raven et al. 2005; Hurd et al. 






Alkalinidad Total (TA) 
Es la concentración total de bases débiles  en el agua capaces de neutralizar la 
concentración total de iones hidrógeno [H+] (Hurd et al. 2009; Schulz et al. 2009). 




2-] + [OH] – [H+] + (…) 




[H3SiO4] + [NH3] + [HS
-] – [H3PO4] – [HSO4
-] – [HF]  










Si dos de estos parámetros son conocidos se puede calcular el resto de los 
parámetros del sistema carbonato teniendo en cuenta la concentración de nutrientes, 
temperatura, salinidad y presión (Dore et al. 2009). DIC and AT son los parámetros más 
recomendados debido a que ambos pueden ser medidos con precisión y exactitud y sus 
concentraciones no cambian con la temperatura y presión (Dickson 2010). 
 
 
Otro concepto importante en el contexto de acidificación oceánica y que afecta 
fundamentalmente a los organismos calcificadores es el Estado de Saturación del 
carbonato cálcico (Ω). Los organismos calcificadores son capaces de precipitar 
carbonato cálcico (CaCO3) para la formación de estructuras sólidas a partir del ión Ca
2+ 
y CO3
2-. Pero al igual que son formadas son vulnerables a disolución al menos que las 





Concentración de Iones Hidrógeno [H
+
] 
La concentración de iones hidrógeno en una muestra se define como pH:  
pH = - log [H+] 
 Es muy importante considerar que el pH de una muestra depende altamente de la 
presión y temperatura (Dickson 2010; Schulz et al. 2009). En la actualidad el pH 
medio global en la superficie oceánica oscila alrededor de 8.2. Sin embargo puede 
presentar oscilaciones de ±0.3 unidades asociados a factores locales, regionales y 
climatológicos. Los dos factores principales que determinan la distribución espacial de 
pH son  la temperatura superficial y el “upwelling” de aguas profundas ricas en CO2. 
Zonas de temperaturas bajas (que aumentan la solubilidad del gas) y zonas en las que 
tienen lugar fenómenos de “upwelling” se caracterizan por presentar pH reducidos 












HERRAMIENTAS PARA LA MODIFICACIÓN DEL EQUILIBRIO DEL 
SISTEMA DEL CARBONO EN AGUA DE MAR  
 
Para estudiar los efectos del aumento de CO2 atmosférico y la acidificación 
oceánica en la fisiología del fitoplancton se requiere un control cuidadoso de todos los 
parámetros  del sistema carbonato. Antes de desarrollar el diseño experimental de 
perturbación de CO2 es importante tener en cuenta distintos aspectos:  
 
■ La interdependencia del sistema carbonato: La variación de uno de los 
componentes del sistema conduce a modificaciones de uno o más componentes 
del mismo (Gattuso y Lavigne 2009) siendo imposible variar un parámetro y 
mantener constante el resto de ellos.   
Estado de Saturación del carbonato cálcico (Ω).  
El estado de saturación del carbonato cálcico se define como:  
Ω= ([Ca2+]SW[CO3
-]SW)/Ksp
* (Schulz et al. 2009), 
donde [Ca2+]SW y [CO3
-]SW corresponden a las concentración de ión calcio e ión 
carbonato presente en agua a la temperatura, presión y salinidad in situ. Ksp
* 
representa la constante de solubilidad del carbonato cálcico. Cuando Ω es 1, el mineral 
se encuentra en equilibrio, no se está formando ni disolviendo. A la profundidad a la 
que esto ocurre, se le denomina horizonte de saturación o lisoclina. Por encima del 
horizonte de saturación Ω presenta un valor mayor que 1 y CaCO3 no se disuelve 
fácilmente. Por debajo del horizonte de saturación Ω presenta un valor menor que 1 y 
CaCO3 se disolverá (Raven et al. 2005). Las dos formas principales en las que se 
presenta el carbonato cálcico son la aragonita y la calcita las cuales presentan distintas 
constantes de solubilidad y por tanto distintos estados de saturación Ωcalc and Ωarg 
respectivamente. La aragonita es 1.5 veces más soluble que la calcita (Dickson 2010) 
presentando su horizonte de saturación más próximo a la superficie. En ocasiones, la 
calcita puede presentar una forma más soluble debido a la sustitución de calcio por 
magnesio.  
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■ Impacto de procesos biológicos o físicos: El ajuste de la química del carbono se 
lleva a cabo al inicio del experimento. Todos aquellas alteraciones derivadas de 
procesos biológicos (ej. fotosíntesis, respiración y calcificación), así como 
procesos físicos (ej. cambios de temperatura o intercambio gaseoso con el medio 
externo) durante el desarrollo del experimento, no pueden ser controladas 
(Gattuso y Lavigne 2009, Hurd et al. 2009). Por ello, es aconsejable la 
realización de estos experimentos con  densidad celular baja para evitar 
alteraciones grandes del sistema en este sentido. 
 
 Para controlar el primer punto, es importante la elección del método más 
adecuado de manipulación del sistema carbonato Los distintos métodos modifican la 
especiación de los iones carbonato de forma diferente pudiendo influenciar la respuesta 
biológica del fitoplancton (Fig. 10). Existe un gran rango de respuestas en especies 
concretas durante los experimentos de manipulación de pH (Hurd et al. 2009). Entre los 
posibles factores causantes de esta variabilidad (diferencias en fisiología, periodo de 
aclimatación, duración del estudio, época del año) se considera que el método de 
manipulación del pH elegido puede afectar debido a la distinta afectación del sistema 
carbonato.  
 
Por ello, la elección de la mejor técnica de manipulación será muy importante a la 
hora de la interpretación de nuestros resultados. Asimismo, la elección de cada sistema 
dependerá del objetivo del experimento y duración del mismo, las variables de interés 
que quieren ser analizadas, la especie en estudio así como los volúmenes de los cultivos 
utilizados (Shi y Morel 2009; Hurd et al. 2009; Gattuso y Lavigne 2009).  
  
 Los métodos de manipulación pueden agruparse entre (véase Gattusso et al. 
2010 para más detalle):  
 
■ Métodos que modifican DIC manteniendo AT constante. En este grupo se 
incluye: burbujeo o inyección de distintos gases (CO2 puro o CO2 combinado 
con aire atmosférico o con otros gases); adición de agua de mar con una 
concentración alta de CO2 (la concentración deseada se alcanzará por la mezcla 
de las dos masas de agua); adición de CO3
2- o HCO3







MATERIAL Y MÉTODOS 
de DIC) seguido de la adición de un ácido fuerte, generalmente HCl (que 




■ Métodos que modifican AT manteniendo DIC constante. Este grupo incluye la 
adición de ácidos fuertes y bases (generalmente HCL/NaOH); adición de CO3
2- 
o HCO3
- (sin ácido posterior. En este caso se mantiene el pH constante).  
 
 
Otro método utilizado es la manipulación de la concentración de Ca2+. Aunque 
no varía la química del carbono en sí, modifica el estado de saturación del carbonato 
cálcico. Por ello, ha sido utilizado en algunos casos para distintos estudios de 
calcificación (revisado en Gattuso et al. 2010). 
 
El método elegido para llevar a cabo el estudio que ser recoge en el capítulo 5 de 
esta tesis fue la adicción de Na2CO3 y HCl.  Hurd et al. (2009) propone que aquellos 
métodos en los que AT se mantiene constante variando DIC (Fig. 11) simulan de forma 
más real la variación del sistema carbonato en el océano. De tal manera, estos deben ser 
los métodos de elección para el estudio de incorporación de carbono y tasas de 
































Fig. 10. Redistribución del sistema carbonato mediante dos tipos de 
manipulación: métodos que alteran DIC manteniendo AT (TA) constante (rojo) 
o métodos que alteran AT (TA) manteniendo DIC constante (azul). Fuente: 













Fig. 11. Representación de la re-equilibración de los distintos componentes del 
sistema carbonato asociado al aumento de la presión parcial de CO2 (pCO2). 
Datos tomados para 255 ppm, 527 ppm y 1205 ppm. Datos obtenidos del 
experimento presentado en el siguiente capítulo. 








































“Con números se puede demostrar cualquier cosa. “ 









I. ADAPTACIÓN A AMBIENTES NATURALES EXTREMOS 
CAPITULO I 
 
ESTRATEGIAS GENETICAS DE LA ADAPTACIÓN 
RÁPIDA A AMBIENTES NATURALES EXTREMOS 
 
“If one way be better than another, that you may be sure is nature's way”. 
(Aristóteles) 
 
Existen ambientes naturales caracterizados por valores extremos de pH, 
toxicidad, temperatura y otros factores que mantienen poblaciones de organismos 
viviendo a los límites de su tolerancia fisiológica (Seckbach y Oren 2007). Los 
organismos son capaces de sobrevivir en condiciones extremas a través de distintos 
mecanismos de adaptación. Si las condiciones ambientales no son demasiado extremas, 
el fitoplancton es capaz de sobrevivir por medio de la modificación de la expresión de 
sus genes (fenómeno de aclimatación) (Bradshaw y Hardwick 1989). En el caso de que 
los valores ambientales superaran los límites de aclimatación fisiológica de los 
organismos, los fenómenos de adaptación genética serían los únicos que asegurarían la 
supervivencia de la nueva especie (Sniegowski y Lenski 1995; Sniegowski 2005). Si las 
condiciones son demasiado extremas podría ocurrir que los organismos nunca llegaran a 
adaptarse.  
Trabajos previos han demostrado que las algas eucariotas que habitan sus aguas 
podrían ser los descendientes de aquellos organismos que aseguraron su supervivencia a 
través de la selección de aquellos mutantes resistentes que surgieron al azar antes de 
entrar en contacto con las aguas hostiles (Flores-Moya et al. 2005; Sniegowski 2005; 
Costas et al. 2007). Los tres trabajos presentados en este capítulo pretenden ampliar el 
conocimiento sobre los procesos adaptativos del fitoplancton en este tipo de ambientes 
extremos. Los ambientes naturales extremos se pueden considerar, por tanto, 





I. ADAPTACIÓN A AMBIENTES NATURALES EXTREMOS 
laboratorios naturales para el estudio de las distintas estrategias adaptativas de los 
organismos para sobrevivir y proliferar ante tales condiciones selectivas. Para ello se 
eligieron dos organismos mesófilos aislados de aguas no extremas, la clorofita 
Dictyosphaerium chlorelloides y la cianobacteria Microcystis aeruginosa como 
representantes de un organismo eucariota y procariota respectivamente. Para la 
determinación de la capacidad de adaptación de las distintas especies así como para la 
determinación del proceso adaptativo (mediante la selección de mutantes resistentes o 
adaptación fisiológica) se utilizó el Análisis de fluctuación como herramienta 




 El primer trabajo utilizó como ejemplo de ambiente extremo el Arroyo de Aguas 
Agrias en Tharsis (al norte de la ciudad de Huelva), el cual presenta un pH ácido 
de 2.5 y contiene grandes concentraciones de metales tóxicos para el 
fitoplancton. 
 El segundo trabajo examina la adaptación al agua de una laguna de la isla de 
Vulcano (en las Islas Aeolian, Italia) donde se encuentra el volcán Vulcano. Las 
aguas de las lagunas alrededor del volcán presentan valores extremos tanto de 
pH como de temperatura, presentando características idóneas como modelo para 
la adaptación del fitoplancton en un ambiente geotérmico. 
 El último trabajo presenta también un sistema acuático de origen volcánico: El 
sistema Río Agrio-Lago Caviahüe (Argentina). Este sistema presenta un 
gradiente de toxicidad natural con aguas extremas con pH muy reducido en 
zonas altas y cercanas al volcán que van reduciendo sus características extremas 
según se va descendiendo en el sistema y va recibiendo aporte de otras masas de 
agua.  
 
Los tres sistemas fueron considerados como modelos interesantes para el análisis 
de la adaptación de microalgas bajo distintos ambientes extremos. En el caso de los dos 
primeros artículos, la eucariota Dictyosphaerium chlorelloides fue capaz de adaptarse 







I. ADAPTACIÓN A AMBIENTES NATURALES EXTREMOS 
entrar en contacto con el agua extrema. Las aguas del sistema Agrio Argentino 
presentan un perfecto ejemplo natural de la capacidad de adaptación del fitoplancton 
según sus límites de tolerancia bajo un gradiente natural extremo en el que nos 
encontramos desde fenómenos de adaptación fisiológica, genética, hasta la incapacidad 
de adaptación. La cianobacteria Microcystis aeruginosa no fue capaz de desarrollar 























I.I. Adaptation of the chlorophycean 
Dictyosphaerium chlorelloides to Stressful 
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I.II. Living in Vulcan´s forge: Algal adaptation 
to stressful geothermal ponds on Vulcano Island 
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López Rodas V., Rouco M., Sánchez-Fortún,S., Flores-Moyá A., Costas E. Genetic 
adaptation and acclimation of phytoplankters along a stress gradient in the extreme 
waters of the Agrio River-Caviahue Lake system (Neuquén, Argentina) (2011). 







I.III. Genetic adaptation and acclimation of 
phytoplankters along a stress gradient in the 
extreme waters of the Agrio River Caviahue 








II. ADAPTACIÓN A CONTAMINANTES ANTROPOGÉNICOS 
CAPITULO II 
 
ESTRATEGIAS GENÉTICAS DE LA ADAPTACIÓN 
RÁPIDA A CONTAMINANTES 
ANTROPOGÉNICOS 
 
“Un error que cometemos es creer que somos los reyes de la Tierra y que tenemos 
derecho a decidir el futuro. Y como tenemos poder para hacerlo, no nos preocupamos 
por los problemas que causamos a otros organismos, otras especies o el entorno.”. 
(Stephen Jay Gould. Paleontólogo) 
 
Uno de los factores desencadenantes del cambio ambiental global es la 
liberación al medio de sustancias tóxicas derivadas de la actividad humana. El impacto 
de la actividad antropogénica está dando lugar a una aceleración del cambio evolutivo 
en las distintas especies de organismos debido a la fuerte presión de selección ejercida 
(Palumbi 2001). El uso masivo de antibióticos, metales pesados, herbicidas, pesticidas, 
así como toda una serie de compuestos de nueva síntesis provoca la liberación de 
residuos al medio natural donde los organismos tienen que luchar por asegurar su 
supervivencia, y con ella, la de su especie. La capacidad de supervivencia dependerá del 
tipo e intensidad de la presión selectiva así como la capacidad intrínseca del organismo 
para el desarrollo de la resistencia en último término.  
  En el presente capítulo se estudia la capacidad adaptativa de distintas especies 
fitoplanctónicas de agua dulce pertenecientes a la división Chlorophyta: 
Dyctiosphaerium chlorelloides y Scenenedesmus intermedius, frente a distintos 
contaminantes de origen antropogénico. Como herramienta experimental se utiliza el 
Análisis de Fluctuación modificado para cultivos líquidos mediante el cual se puede 
determinar la capacidad de adaptación y la naturaleza de la mutación que confiere la 
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resistencia ante un agente selectivo concreto. Entre los contaminantes antropogénicos se 
han seleccionado cinco de distinta naturaleza que se han agrupado en 4 trabajos 
distintos para su estudio:  
 En el primer trabajo se estudia la adaptación al Formaldehido. Esta 
sustancia química ha sido ampliamente utilizada como desinfectante, 
fumigante, así como reactivo analítico (EPA 1988; WHO 1989). Debido 
a su frecuente utilización así como su toxicidad aguda para el 
fitoplancton (Burridge et al. 1995) consideramos interesante el estudio de 
la capacidad de adaptación de los organismos frente a esta sustancia. 
 En el segundo trabajo se seleccionó como agente selectivo el 
Cloranfenicol, un antibiótico de amplio espectro y comúnmente utilizado 
en la práctica veterinaria así como en la industria acuícola (Uriarte et al. 
2001). El cloranfenicol se selecciona como representante para el estudio 
de la capacidad adaptativa de microalgas a un antibiótico. 
 En el tercer trabajo se utiliza un metal pesado: Cromo (IV). El cromo se 
considera un contaminante acuático importante (Armienta-Hernández y 
Rodríguez-Castillo 1995) debido a la liberación de efluentes desde 
distintas industrias. Dentro de las distintas formas del cromo, el cromo 
IV se considera el más tóxico (Katz y Salem 1993) para las especies de 
microorganismos acuáticas. 
 En el último trabajo se analiza la capacidad adaptativa de ambas especies 
fitoplanctónicas a dos herbicidas ampliamente utilizados: simazina y 
Diquat. Una de las causas principales de la crisis de la biodiversidad 
deriva del uso masivo de herbicidas en las actividades agrícolas con una 
fuerte actividad biocida (Tilman 1999). Por ello, el estudio de los 
mecanismos de adaptación del fitoplancton ante estos contaminantes 
residuales resulta de interés.  
Los resultados de los cuatro trabajos muestran que las poblaciones microalgales 
de ambas especies son capaces de adaptarse a concentraciones letales de todas las 
sustancias examinadas gracias a la presencia de mutantes resistentes. En todos los casos, 
los mutantes aparecen gracias a mutaciones espontáneas que ocurren al azar, antes de 























II.I. Adaptation of phytoplankton to novel 
residual materials of water pollution: an 
experimental model analyzing the evolution of 
an experimental microalgal population under 



































































II.II. Toxic effects and adaptation in 
Scenedesmus intermedius to anthropogenic 
chloramphenicol contamination: genetic versus 
physiological mechanisms to rapid acquisition 
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II.III. Toxicity and adaptation of 



































































II.IV. Adaptation of green microalgae to 































































III. MÁXIMA CAPACIDAD DE ADAPTACIÓN 
CAPITULO III 
 
DETERMINACIÓN DE LA MÁXIMA CAPACIDAD 
DE ADAPTACIÓN 
 
“Adapt or perish, now as ever, is nature's inexorable imperative”. 
(H.G.Wells. Filósofo y novelista británico) 
 
En el presente capítulo se estudia la capacidad adaptativa de distintas especies 
fitoplanctónicas ante diversos ambientes selectivos. Mediante la utilización del 
protocolo de Ratchet se examina la máxima capacidad de adaptación de diversas 
especies y grupos fitoplanctónicos expuestos a distintas condiciones selectivas. 
Asimismo se analiza la capacidad de adaptación deferencial de cada uno de ellos en 
función de su naturaleza y distribución geográfica.  
 
El capítulo se estructura en tres trabajos que analizan distintos agentes de selección:  
 En el primer artículo se estudia la capacidad de adaptación al herbicida 
Simazina, el cual ha sido aplicado de forma abundante en agricultura para el 
control de las malas hierbas (García-Valcárcel y Tadeo 1999; Gunasekara et al. 
2007) debido a su capacidad para la inhibición fotosintética (Quimbi et al. 
1978). Este herbicida es ampliamente detectado en aguas tanto superficiales 
como subterráneas de distintos países desarrollados (Troiano et al. 2001). 
Residuos de este herbicida dan lugar a la contaminación de los sistemas 
acuáticos, tanto dulces como marinos, por lo que los organismos 
fitoplanctónicos se ven enfrentados a esta nueva sustancia. Para asegurar su 
persistencia deberán desarrollar distintos mecanismos de supervivencia que 
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serán asegurados en mayor o menor medida según la capacidad adaptativa de 
cada especie. Por ello, en el presente trabajo se examina la capacidad de 
adaptación ante esta sustancia de 13 especies fitoplanctónicas distintas 
seleccionadas según su hábitat específico y grupo taxonómico al que pertenecen.  
 En el segundo artículo se analiza la capacidad adaptativa ante el metal pesado 
cobre en forma de Sulfato de Cobre. Esta sustancia ha sido ampliamente 
utilizada para el control de crecimientos algales en agua dulce (Elder y Horne 
1978) fundamentalmente para la prevención de la proliferación de los blooms 
indeseables de la cianobacteria Microcystis aeruginosa. El uso de este alguicida 
ha sido prohibido en determinados países en los últimos años debido a los 
efectos tóxicos que produce. El presente trabajo analiza la máxima capacidad de 
adaptación de distintas especies fitoplanctónicas ante esta sustancia. Para ello se 
han elegido tres cepas de la cianobacteria Microcystis aeruginosa y dos especies 
de clorofitas (Scenedesmus intermedius) y Dictyosphaerium chlorelloides, como 
representantes de organismos eucariotas de agua dulce abundantes en embalses y 
pantanos.  
 El último agente selectivo estudiado es el aumento de la temperatura. Hemos 
seleccionado un agente físico,  ya que el aumento de temperatura  determina una 
alteración en la dinámica de las poblaciones, derivada de cambios en el 
metabolismo y alteraciones de la sucesión espacial y temporal de especies 
(Hughes 2000). Por ello, mediante la determinación de la máxima capacidad de 
adaptación y la capacidad diferencial de las distintas especies ante el fenómeno 
de calentamiento global se podrían determinar las especies de fitoplancton más 
resistentes y elucidar la distribución futura de las poblaciones. En este estudio se 
utilizaron las mismas especies que en el primer artículo, con objeto de 
determinar de nuevo, si el hecho de  proceder  de distintos hábitats o la 
naturaleza de cada especie en cuestión podría explicar diferencias en la 
capacidad adaptativa ante el fenómeno de calentamiento.  
 
Los resultados encontrados en los tres capítulos muestran distintos grados de 
tolerancia según las especies analizadas así como una capacidad inter-específica para la 


















III.I. Estimating the capability of different 
phytoplankton groups to adapt to contamination: 
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Rouco M, López-Rodas V, Huertas E, Costas E (2011) Differential capacity for adaptation 
of two green algae and one cyanobacteria to copper sulphate: Implications for the 














III.II. Differential capacity of two green algae 
and one cyanobacteria to adapt to copper 




















III.III. Warming will affect phytoplankton 
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CONTRIBUCIÓN DE LAS DISTINTAS FUERZAS 




“Nothing in biology makes sense except in the light of evolution” 
 
(Th. Dobzhansky, 1973) 
 
 
Las consecuencias del calentamiento global sobre los distintos sistemas 
terrestres, y en concreto, sobre los sistemas acuáticos han sido y son ampliamente 
estudiadas. Distintas predicciones revelan efectos en la fisiología de los organismos 
(fotosíntesis, respiración, tasa de crecimiento) así como cambios en la distribución de 
especies y productividad (Hughes 2000; Hays 2005). Una de las consecuencias 
importantes, como resultado del aumento de la temperatura terrestre, es la proliferación 
de blooms de fitoplancton tóxico, en concreto cianobacterias, en ecosistemas 
continentales (Jöhnk 2008). La proliferación de estos blooms está asimismo asociada a 
fenómenos de eutrofización (Anderson 2002) por un aporte masivo de nutrientes 
derivados fundamentalmente de excedentes antropogénicos. Las consecuencias 
ecológicas del aumento de temperatura o nutrientes sobre el desarrollo de blooms de 
fitoplancton han sido ampliamente estudiadas pero no existen demasiados trabajos 
examinando el desarrollo desde un punto de vista evolutivo.  
 
En el presente capítulo se estudia la evolución de la cianobacteria Microcystis 
aeruginosa en un escenario de aumento de la temperatura y aporte de nutrientes. Para 
ello se pretende determinar la contribución de tres componentes fundamentales del 
cambio evolutivo: la adaptación, el azar y la contingencia histórica en la evolución de 






















IV. Evolutionary changes in growth rate and 
toxin production in the cyanobacterium 
Microcystis aeruginosa under a scenario of 

































































IV. CONTRIBUCIÓN DE LAS FUERZAS EVOLUTIVAS 
 
  
























V. EFECTO DE LA DISPONIBILIDAD DE NUTRIENTES Y CO2 
CAPITULO V 
 
EFECTO DE LA DE LA DISPONIBILIDAD DE 
NUTRIENTES BAJO DISTINTOS ESCENARIOS DE 
CO2 
 
“Human beings are now carrying out a large-scale geophysical experiment of a 
kind that could not have happened in the past nor be reproduced in the future”. 
(Roger Revelle. Scripps Institute of Oceanography, 1950) 
 
Uno de los retos de actualidad en la comunidad científica es el entender y 
analizar los efectos de la acidificación oceánica debido al aumento de las emisiones 
antropogénicas de CO2. Cambios pequeños en el pH del agua podrían dar lugar a 
impactos severos en los ecosistemas marinos. Pero dado que el océano es un sistema 
dinámico y que otras variables ambientales son modificadas simultáneamente, la 
predicción de las consecuencias globales es tarea complicada. 
En el presente capítulo se presenta un trabajo desarrollado para explorar el 
efecto combinado de la alteración de dos variables ambientales: el aumento de dióxido 
de carbono atmosférico y disponibilidad de nutrientes, sobre la fisiología del 
cocolitofórido Emiliania huxleyi. Por un lado se investigaron las repercusiones sobre la 
incorporación del carbono tanto durante el proceso fotosintético como del de 
calcificación. Asimismo, se profundizó en el estudio del efecto combinado de estas dos 
variables sobre la asimilación de nutrientes esenciales para el metabolismo como son el 
nitrógeno y el fósforo. Para ello, se analizó la modificación en la actividad de las dos 
enzimas implicadas: nitrato reductasa y fosfatasa alcalina, junto a otra serie de enzimas, 
en la asimilación del nitrato y fosfato respectivamente. Este trabajo pretende aportar un 
mayor conocimiento para el entendimiento de la fisiología, dinámica de “blooms” y 



























Rouco M, Branson O, Lebrato M, Iglesias-Rodríguez D. Effect of nitrate and phosphate 
availability on Emiliania huxleyi physiology under different CO2 scenarios (in 






V. The effects of nitrate and phosphate 
availability on Emiliania huxleyi physiology 















































“Si existe una vida en cualquier otro lugar del Universo, basada en procesos químicos 
alternativos, entonces podría florecer en los ambientes más extraños y sería difícil 
considerar que haya planetas donde no floreciera alguna forma de vida” 
 
(Paul Daves. Físico) 
 
 
Los registros fósiles señalan una antigüedad de las cianobacterias de más de 
3000 millones de años (Schopf y Packer 1987). Asimismo, eucariotas fotosintéticos 
evolucionaron hace más de 1.5 billones de años en los océanos del proterozoico 
(Falkowski 2004). A diferencia de otros organismos que surgieron a lo largo de la larga 
vida de la Tierra y cuyo destino final fue la extinción, las cianobacterias y eucariotas 
fotosintéticos están presentes en los medios acuáticos y terrestres actuales, 
contribuyendo en gran medida al mantenimiento de la vida en la Tierra tal y como hoy 
la conocemos. Esto significa que estos organismos tuvieron que sobrevivir extinciones 
masivas y fenómenos de cambio global extremos en los que la supervivencia de un 
sinfín de organismos no fue posible. De hecho, actualmente, existen un gran número de 
ambientes naturales extremos donde la presencia de microalgas y cianobacterias es 
notable, a pesar de sus características extremas (Albertano et al. 1995; Steinberg et al. 
1998; Rai y Gaur 2001;  Baos et al. 2002; Pedrozo et al. 2001; Donachie et al. 2002; 
Baffico et al. 2004; Flores-Moya et al. 2005; Beamud 2007; Costas et al. 2007, Costas 
et al. 2008; López-Rodas et al. 2008c). Pero, ¿Cómo consiguieron estos organismos 
sobrevivir hasta el presente periodo geológico?, ¿qué mecanismos permitieron su 
adaptación asegurando su supervivencia y proliferación? De la misma manera nos 
planteamos ¿cómo consiguen adaptarse ante el actual cambio global que está 
aconteciendo? y, ¿conseguirán adaptarse ante cambios venideros que acontecen de 
forma rápida debido fundamentalmente a la participación humana?  
 
A pesar de que esos organismos son excelente modelos para el estudio de la 
evolución (Elena y Lenski 2003), los estudios de evolución experimental en 










fitoplancton no han sido muy abordados (Sniegowski 2005). Por otro lado, la tolerancia 
de estos organismos a cambios ambientales bruscos es relevante desde un punto de vista 
ecológico, considerando su papel en el funcionamiento de los ecosistemas acuáticos. A 
lo largo de esta tesis se han planteado diversos trabajos para abordar estas cuestiones 
utilizando distintos diseños experimentales.  
 
Las aguas tóxicas procedentes de ambientes extremos pueden considerarse 
laboratorios naturales en los que se presenta un gradiente de toxicidad natural. De tal 
manera, facilita entender el proceso adaptativo que permite la supervivencia de 
microalgas y cianobacterias mesófilas en ambientes con toxicidad diversa y poder 
comprender la diferente diversidad de organismos fitoplanctónicos presentes. Cuando la 
clorofita Dictyosphaerium chlorelloides y la cianobacteria Microcystis aeruginosa 
fueron expuestas a las aguas de distintos ambientes extremos (aguas del Arroyo de 
Aguas Agrias; Vulcano y Río Agrio Argentino) se observó un efecto tóxico elevado, 
como puede verse por la inhibición total del crecimiento y alta inhibición de la 
eficiencia fotosintética. Las aguas procedentes de estos ambientes presentan grandes 
cantidades de metales pesados y un pH bajo (Pedrozo et al. 2001; Cortese et al. 1986; 
Sánchez-Rodas et al. 2006), limitando la supervivencia de los fotosintetizadores 
mesófilos. Sin embargo, a pesar de su gran toxicidad, estas aguas sustentan una 
comunidad fitoplanctónica más o menos diversa habitando por encima de los límites de 
su tolerancia fisiológica. Por ello, estos organismos debieron desarrollar distintos 
mecanismos adaptativos para asegurar su supervivencia.  
 
El desarrollo del análisis de fluctuación (López-Rodas et al. 2001) nos permitió 
discernir entre dos hipótesis: si la adaptación de los individuos tuvo lugar tras entrar en 
contacto con el agua extrema, en respuesta directa a ésta o si la adaptación de la 
población tuvo lugar gracias a la selección de mutantes resistentes que surgieron al azar 
previamente al contacto con el agua tóxica. Los resultados del análisis confirman que el 
mecanismo concreto que lleva a la adaptación de los organismos depende en gran 
medida del grado de toxicidad del agente selectivo y la capacidad de resistencia y 












especies encontrada en estos ambientes (Tabla I). Por ello, en las aguas menos tóxicas 
tanto Dictyosphaerium chlorelloides como Microcystis aeruginosa pudieron adaptarse 
mediante procedimientos fisiológicos o de aclimatación, correspondiéndose con los 
ambientes en los que fue observada la mayor diversidad de organismos (Tabla I). Estos 
organismos fueron capaces de modificar la expresión de sus genes para permitir el 
fenómeno adaptativo. Sin embargo, la adaptación a ambientes muy tóxicos o fruto de un 
efecto catastrófico (como es el caso de las aguas del Río Agrio Inferior cercano al lago, 
aguas de Vulcano o las aguas Agrias del sur de España) sólo pudo asegurarse a través de 
una adaptación genética, mediante la selección de individuos resistentes que aparecieron 
de forma espontánea. En estos casos, la diversidad de especies observada en estas aguas 
fue más reducida, no observándose la presencia de cianobacterias en ningún caso (Tabla 
I). En última instancia, si la toxicidad de un ambiente natural es extremadamente 
elevada la adaptación no puede ocurrir por ningún mecanismo, como ocurrió en las 
aguas del Río Agrio superior o en el caso de Microcystis aeruginosa para la mayoría de 
las aguas, excepto para las menos ácidas. Este mismo fenómeno ha sido igualmente 
observado en aguas termales de toxicidad extrema (Costas et al 2008; tabla II). Así, 
Microcystis aeruginosa fue incapaz de adaptarse a aguas a pH menor de 4.1. Resultados 
similares fueron observados en trabajos previos en aguas del Río Tinto (Costas et al. 
2007; tabla I) o fuentes geotermales (Costas et al. 2008; tabla I). Este hecho puede estar 
asociado tanto a la ausencia de transportadores ATPasa específicos en estos organismos 
a diferencia de los organismos eucariotas (Amaral Zettler et al. 2003) como a la 
localización periférica del aparato fotosintético en lugar de en el cloroplasto, como 
sucede en algas eucariotas (Brock 1978). Las cianobacterias presentan una capacidad 
excepcional para resistir temperaturas extremas, sequía y altas salinidades (Rai y Gaur 
2001). Sin embargo, la existencia de cianobacterias no se ha reportado en ambientes 
extremadamente ácidos (Brock 1973, 1978; Knoll y Bauld 1989, Albertano et al. 1995, 
revisado por Gimmler 2001; Nixdorf et al. 2001) sugiriendo un pH límite de 4.8 para su 
proliferación (mayor que en el caso de nuestras aguas de estudio) (Brock 1973). No 
obstante, diversos estudios describen la presencia de algas filamentosas en aguas a pH 
2.9 en unos lagos ácidos en Alemania (Steinberg et al. 1998). Por ello, este postulado 










podría ser válido para cianobacterias unicelulares pero no para especies filamentosas. 
En todo caso, se correspondería con nuestros hallazgos, puesto que Microcystis 
aeruginosa es un organismo unicelular.  
 
La adaptación a ambientes extremos cuya toxicidad supera los límites de 
tolerancia fisiológica de los microorganismos parece difícil. De hecho, se asume que  
algas mesófilas poseen una capacidad limitada para habitar ambientes con pH tan 
extremos. Por ello, desde un punto de vista clásico se podría considerar que la 
adaptación genética ante tales condiciones es un proceso gradual. No obstante, trabajos 
previos han demostrado que la mayor parte de las especies eucariotas que habitan aguas 
tan extremas como las del Río Tinto al Sur de España (Amaral Zettler et al. 2002) se 
encuentran más estrechamente relacionadas con especies neutrófilas que con acidófilas. 
Por ello, cabe suponer, que el proceso de adaptación de dichas especies no pudo 
producirse de forma gradual sino que tuvo que ser el resultado de un proceso rápido, en 
concreto, a través de la presencia previa de organismos resistentes cuya resistencia fue 
adquirida por mutaciones aleatorias, antes de entrar en contacto con el ambiente 
selectivo. De esta manera, estos organismos podrían ser seleccionados rápidamente ante 
la presencia del agente tóxico. Los trabajos presentados en esta tesis así como otros 
trabajos en la misma línea (ver tabla I) demuestran tal asunción .Pero los organismos 
fitoplanctónicos no sólo soportan presiones selectivas derivadas de fenómenos 
naturales. En los últimos años la liberación masiva al medio acuático de residuos 
procedentes de la actividad humana compromete en gran medida su supervivencia. Por 
ello, el estudio de su capacidad adaptativa a estos agentes exógenos resulta interesante 
desde un punto de vista tanto evolutivo como ecológico. En esta tesis se estudió la 
capacidad adaptativa de dos clorofitas, Dictyosphaerium chlorelloides y Scenedesmus 
intermedius a distintos contaminantes antropogénicos: el formaldehido, el antibiótico 
cloranfenicol, el metal pesado cromo, y los herbicidas simazina y diquat. Todos los 
contaminantes, aplicados a dosis elevadas, ejercieron una fuerte presión selectiva en las 
poblaciones reduciendo la densidad celular de los cultivos. Sin embargo, tras un periodo 
de tiempo algunas de las poblaciones lograron recuperarse sugiriendo la presencia de 












casos, la resistencia surgió por medio de mutaciones espontáneas que se produjeron al 
azar durante la replicación de los organismos antes de entrar en contacto con el tóxico. 
Estos resultados coinciden con trabajos anteriores que consideraron igualmente la 
adaptación de cianobacterias y microalgas ante diversos contaminantes (Tabla II). 
 
Mediante el uso del análisis de fluctuación es difícil observar mutaciones post-
selectivas si la tasa para ese tipo de mutaciones es < 10-8. Asimismo, procesos 
fisiológicos podrían ocurrir simultáneamente a mecanismos genéticos. Pero el análisis 
de fluctuación no es un procedimiento cuantitativo (Cairns et al. 1998; Fox 1998) y, por 
ello, en el caso de que varios de estos procedimientos tuvieran lugar al mismo tiempo, 
no se podría discernir entre cada uno de ellos.  
 
Por el contrario, el análisis de fluctuación sí permite la determinación de la tasa 
de mutación (Luria y Delbrück 1943). La evolución adaptativa depende en última 
instancia del origen de nuevas mutaciones (Sniegowski 2005), ya que la mutación es la 
fuente última de variación genética requerida para el proceso de adaptación (Sniegowski 
et al. 2000). Por tanto, el estudio de las distintas tasas de mutación de los diferentes 
organismos considerados da idea de su éxito evolutivo y capacidad adaptativa (Klug y 
Cummings 1997). Las tablas I y II de este capítulo resumen las tasas de mutación de 
una variedad de especies de fitoplancton ante distintos agentes selectivos, tanto aquéllos 
estudiados en esta tesis como otros analizados en estudios previos. Agrupando todos 
estos resultados con el fin de determinar la frecuencia en que se producen estas 
mutaciones se puede concluir que: (1) las tasas de mutación en organismos 
fitoplanctónicos varían entre 10-5 y 10-7 mutaciones por célula y por generación. Un 
último estudio aportó una tasa del orden de 10-8 en respuesta de Dictyosphaerium 
chlorelloides al TBT  (López- Rodas et al. 2010a); (2) la tasa de mutación varía entre 
especies, cepas y sustancia tóxica, y no se aprecia una fuerte asociación con respecto al 
origen de cada una, aunque hay que considerar que todas las cepas provenían de 
ambientes parecidos; (3) las tasas de mutación podrían variar en función de los genes 
analizados dentro de la misma especie y cepa dependiendo de la mayor o menor 










probabilidad de aparición de la mutación que confiere la resistencia, según la diana de 
mutación; (4) en general, las tasas de mutación espontánea en microalgas y 
cianobacterias son de dos a tres órdenes de magnitud mayores (según el caso) que 
aquellas de bacterias (Klug y Cummins 1997) y mayores que las medidas para la 
resistencia a antibióticos en otras especies de microalgas como Chlamydomonas sp. 
(Sager 1962, 1977). Esto podría explicarse debido a que las poblaciones bacterianas son 
mucho mayores que las de microalgas y cianobacterias y, consecuentemente una menor 
tasa de mutación es suficiente para asegurar la supervivencia. Esto mismo ocurre en 
organismos que presentan reproducción sexual como Chlamydomonas sp. Las 
poblaciones de organismos fitoplanctónicos estudiados en este trabajo y otros (revisado 
en tablas I y II) presentan densidades celulares menores que las poblaciones bacterianas 
y no poseen reproducción sexual. Por ello, puede argüirse que necesiten de mayores 
tasas de mutación para asegurar su supervivencia.  
 
Pero la mutación que confiere resistencia tiene un coste asociado (Coustau et al. 
2000).  La adaptación a un nuevo ambiente tiene un efecto negativo pleiotrópico sobre 
la fitness en un ambiente no selectivo. Es el denominado “coste de adaptación” 
(Purrington 2000; Strauss et al. 2002) que previene incluso la fijación de nuevos alelos 
beneficiosos (Tian et al. 2003) manteniendo así el polimorfismo genético dentro de las 
poblaciones (Antonovics y Thrall 1994). El estudio del “coste de adaptación” de los 
alelos resistentes en una población resulta interesante a la hora de predecir la dinámica 
evolutiva de  una resistencia concreta (Neve et al. 2003). El “coste de adaptación” 
asociado al gen de resistencia ha sido ampliamente estudiado para distintos organismos 
y sustancias tóxicas (Groeters et al. 1994; Chevillon et al. 1995, Gassmann y Futyuma 
2005; Heidel et al. 2004; Purrington 2000). Así, puede estar asociado a distintos 
mecanismos: (1) que la mutación que confiere la resistencia ante el agente determinado 
comprometa asimismo determinadas funciones metabólicas del organismo, (2) que 
produzca una compensación entre el crecimiento y funciones de defensa y (3) que las 
interacciones ecológicas de estos organismos se vean alteradas (revisado por Vila-Aiub 












Debido al “coste de adaptación”, los organismos resistentes son eliminados por 
selección por competición frente a organismos sensibles. Trabajos previos han 
demostrado que tras pocas semanas de competencia entre organismos sensibles y 
resistentes en ambientes no selectivos, los primeros acaban desplazando a los segundos 
completamente (Costas et al. 2001; García-Villada et al. 2004). Entonces, ¿cómo puede 
ser que dichos organismos permanezcan en las poblaciones naturales en ausencia del 
agente selectivo? En poblaciones pequeñas, los mutantes serán conducidos a extinción 
debido a este proceso de selección de los organismos con mayor fitness o eficacia 
biológica. Sin embargo, en las poblaciones naturales, en las que su tamaño es lo 
suficientemente grande como para asegurar una variabilidad genética elevada, la 
aparición del alelo resistente es recurrente. En cada generación aparecen nuevos alelos 
mutantes aunque la mayoría desaparecerán antes o después por selección natural o azar 
(Spiess 1989). Pero siempre existe un porcentaje de mutantes resistentes que no son 
eliminados y se mantienen en la población. El número medio de mutantes se determina 
como el balance entre la tasa de mutación y la tasa de eliminación selectiva (Kimura y 
Maruyama 1966): µ (1-q) = qs. En consecuencia, q= µ/ µ + s, donde µ corresponde a la 
tasa de mutación, q es la frecuencia del alelo mutante y s el coeficiente de selección.  
 
 La frecuencia del alelo mutante (q) ha sido determinada en los distintos trabajos 
de esta tesis y comparado con estudios previos (tabla I y II), observándose que varía 
entre especies y agentes selectivos. Sin embargo, la frecuencia del alelo mutante (q) 
para los resistentes a contaminantes antropogénicos parecen ser del orden de 3 y hasta 4 
veces mayores que los de resistentes a ambientes extremos (exceptuando las aguas de la 
Hedionda) (Tabla I y II), lo cual sugiere que las poblaciones podrían responder de forma 
más rápida a la adaptación frente a la exposición a este tipo de contaminantes.  
 
Cuando el producto del tamaño de una población (N) por su tasa de mutación 
por locus (µ) es lo suficientemente grande (>1), la variabilidad genética presentada es 
suficientemente elevada como para permitir la adaptación rápida de la población ante 
una fuerte presión selectiva (Wahl y Krakauer 2000). Debido a la elevada densidad 










celular en poblaciones microalgales, así como la fracción de células sensibles frente a 
resistentes presentada por estas especies, los niveles de mutación espontánea obtenidos 
(que otorgan el paso de sensibilidad a resistencia), parecen ser suficiente para garantizar 
la supervivencia de los organismos en ambientes extremos. De esta manera, podría 
proponerse que las microalgas presentes en la actualidad en las aguas de los distintos 
ambientes naturales extremos estudiados, podrían ser las descendientes de aquellos 
mutantes que aparecieron fortuitamente en algún momento en su historia evolutiva antes 
de que estuvieran expuestos a estas condiciones extremas (Sniegowski 2005). 
Asimismo, ante un escenario de cambio global causado por actividades humanas, como 
puede ser el vertido de herbicidas o antibióticos al medio acuático, la presencia de 
células previamente resistentes asegurará el desarrollo y mantenimiento de estas 
poblaciones. No obstante, el coste asociado a la mutación (fitness reducida y densidad 
celular menor) conducirá a la reducción de parámetros ecológicos importantes, tales 
como la producción primaria o la biomasa microalgal (López-Rodas et al. 2001).  
 
Estos trabajos han contribuido a evidenciar la posibilidad de la evolución 
adaptativa en estos organismos. El fitoplancton es capaz de adaptarse a cambios 
ambientales extremos en función de la intensidad de la presión selectiva, lo que ayuda a 
comprender la diversidad encontrada en ambientes extremos, así como la adaptación a 
medios contaminados. Asimismo, se ha observado una capacidad de adaptación distinta 
de la clorofitas Dictyosphaerium chlorelloides y Scenedesmus intermedius y la 
cianobacteria Microcystis aeruginosa ante determinados ambientes. El fitoplancton se 
agrupa en 11 filas distintos  (Margulis y Schwartz 1982) entre los que se encuentran 
especies con características fisiológicas muy diversas, especies procariotas y eucariotas, 
con distinta ploidía y tipo de reproducción. Por ello, es de esperar que la respuesta ante 
un cambio ambiental se desarrolle de forma distinta para cada una de ellas. Ante un 
aumento elevado y rápido de la presión selectiva como el que se augura ¿continuará la 
coexistencia espacio-temporal de especies como sugiere la paradoja del plancton 
(Hutchinson 1961)? O de lo contrario, las poblaciones serán gobernadas por un número 
escaso de organismos, como sugiere el principio de exclusión competitiva (Hardin 












masa de agua tanto dulce como marina podía ser debida a que las comunidades 
fitoplanctónicas no se encuentran en equilibrio debido a fluctuaciones estacionales, 
climatológicas o hidrológicas, considerando que las condiciones homogéneas 
propuestas por el principio de exclusión-competitiva es difícil que ocurran: “Twenty 
years ago in a Naturalists’ Symposium, I put (Hutchinson 1941) forward the idea that 
the diversity of the phytoplankton was explicable primarily by a permanent failure to 
achieve equilibrium as the relevant external conditions changed” (Hutchinson, 1961). 
Esta hipótesis ha sido ampliamente estudiada y aceptada por infinidad de trabajos 
(Scheffer et al. 2003, Huisman et al. 2001, Roy y Chattophadhyay 2007). Sin embargo, 
resultados de esta tesis muestran que la diversidad de organismos fitoplanctónicos se ve 
mermada en ambientes extremos (Tabla I). Los trabajos presentados en esta tesis 
investigan la capacidad diferencial del fitoplancton, así como la máxima capacidad de 
estos organismos para adaptarse a distintas presiones selectivas. Para ello, como ya se 
ha puesto de manifiesto, se utilizaron especies pertenecientes a una diversidad de grupos 
fitoplanctónicos (Chlorophyta, Cyanophyta, Bacillariophyta, Haptophyta y 
Dinoflagellata) y que presentaban distinto hábitat de preferencia. Se incluyeron 
organismos de aguas continentales, costeras, de océano abierto y organismos 
simbióticos de los corales. De esta forma, se pretendía investigar, si la capacidad 
diferencial de adaptación era debida únicamente al grupo taxonómico o dependía así 
mismo de su hábitat de preferencia, que condicionaba, por tanto, su historia evolutiva. 
Todos los organismos estudiados fueron haploides, a excepción de una especie diploide, 
la diatomea Phaeodactylum tricornutum. Entre las presiones selectivas se incluyeron el 
aumento de temperatura asociado en el medio natural al calentamiento global y la 
exposición a dos contaminantes antropogénicos, la simazina y el sulfato de cobre, 
comúnmente detectados en ambientes acuáticos.  
 
Los resultados de los experimentos de Ratchet demostraron una capacidad de 
adaptación diferente dependiendo tanto de especies y grupos taxonómicos como de su 
lugar de aislamiento (Tabla III). Los organismos pertenecientes al fila Chlorophyta 
fueron los organismos capaces de adaptarse a los mayores niveles de selección en todos 










los casos, seguido de Cyanophyta, Bacillariophyta y Haptophyta en orden descendiente. 
Distintos trabajos ya han demostrado que la sensibilidad a herbicidas varía según 
especies (de Filippis y Pallaghy 1994; Ma 2005). Así, las cianobacterias han mostrado 
una capacidad destacada para resistir temperaturas extremas, sequía y altas 
concentraciones de sales (Fogg 2001). Entre las algas eucariotas, las clorofitas han 
presentado una resistencia extraordinaria ante distintos ambientes extremos (Fogg 
2001). De hecho, tan solo cianobacterias y clorofitas han sido capaces de colonizar 
hábitats terrestres (Fogg 1969). Respecto a su hábitat, los organismos aislados en aguas 
continentales exhibieron la mayor capacidad de adaptación en todos los casos. La 
presencia recurrente de un tóxico en el ambiente ejerce un efecto en las comunidades 
excluyendo los individuos y especies sensibles ante tal tóxico favoreciendo aquellos 
organismos resistentes (“Pollution-induced community tolerance”). De esta manera, la 
tolerancia de las poblaciones se verá aumentada gracias al mantenimiento de alelos 
resistentes en la población (Blanck y Dahl 1996). Los organismos aislados de aguas 
continentales tienen más “acceso” a contaminantes ambientales derivados de las 
actividades humanas, por lo que cabe esperar que las poblaciones presenten una mayor 
capacidad adaptiva. De la misma manera, aunque en menor magnitud, los organismos 
de zonas costeras también se exponen más habitualmente a esta contaminación, 
mostrando así, capacidades de adaptación intermedias. En el caso de los organismos 
procedentes de mar abierto o dinoflagelados simbióticos de los corales, en los que su 
contacto previo con cualquier agente contaminante parece altamente improbable, la 
capacidad de adaptación fue reducida (Tabla III). Cuando el agente selectivo fue la 
temperatura, cabría esperar que los organismos con capacidad de adaptación a 
temperaturas más altas fueran aquellos procedentes de aguas continentales, seguidos de 
los aislados en aguas costeras, puesto que el rango de temperaturas que experimentan al 
año es mucho mayor, por lo que los organismos deberían estar seleccionados para 
sobrevivir ante tales fluctuaciones (Tabla III).  
 
 Aparte de la capacidad diferencial de adaptación, el experimento de Ratchet 
permite investigar si la capacidad de adaptación se garantizó por medio de 












aclimatación fisiológica. En todos los casos se observó que la adaptación a la máxima 
presión selectiva se consiguió por medio de mecanismos genéticos. El tiempo necesario 
para la adquisición de la adaptación fue distinto entre réplicas de una misma especie 
(Tabla III). Asimismo, la tasa de crecimiento de las poblaciones derivadas fueron 
menores que aquéllas de los organismos ancestrales. Estas respuestas confirman 
resultados previos que apuntaban hacia el origen genético de estos resistentes (García-
Villada et al. 2004; Marvá et al. 2010). 
 
La biogeografía del fitoplancton está determinada por factores ambientales 
locales que seleccionan a las especies sobre la base de su potencial óptimo de 
crecimiento. Nuestros datos, demuestran una capacidad de adaptación diferencial inter-
específica que puede derivar no sólo en un cambio en la estructura de las comunidades 
fitoplanctónicas, como ya han observado distintos modelos experimentales (Litchman et 
al. 2006), sino en una reducción en la diversidad de especies. Obviamente, no se puede 
hacer una predicción real sin tener en cuenta el resto de componentes involucrados en el 
desarrollo de las comunidades, en el que la competición “in situ” de especies sería un 
factor muy importante. La composición de la comunidad fitoplanctónica afecta 
profundamente los patrones de ciclo de nutrientes, la dinámica de la red trófica y la 
producción primaria neta en el océano (Doney et al. 2002). Por ello, las predicciones 
sobre la estructura futura de la comunidad fitoplanctónica resultan cruciales para 
determinar la respuesta de los océanos ante el cambio ambiental futuro. El diseño 
experimental propuesto, puede aportar una primera aproximación para explorar la 
respuesta inter-específica ante un cambio ambiental como el calentamiento global.  
 
Hasta este punto se ha considerado la posibilidad de adaptación de los 
organismos ante ambientes selectivos diversos. Y si esta adaptación es posible, se ha 
determinado si puede asegurarse por medio de una respuesta fisiológica o gracias a la 
adaptación genética. Pero la adaptación genética no es la única fuerza que conduce el 
cambio evolutivo (Gould 2002). Si todo cambio evolutivo en las poblaciones fuera fruto 
de la adaptación, el valor adaptativo de los individuos podría determinarse según los 










caracteres fenotípicos que presente cada individuo concreto. Sin embargo, existen otra 
serie de factores que contribuyen en mayor o menor medida al fenómeno de la 
evolución, como son el azar o la contingencia histórica. Para distinguir la contribución 
relativa de cada uno de estos factores al proceso evolutivo se estudió la evolución 
concreta de la cianobacteria Microcystis aeruginosa ante cambios ambientales bruscos, 
el aumento de temperatura y eutrofización. Con este análisis, se pretendía comprobar 
distintas hipótesis: (1) la evolución adaptativa es el principal conductor de la evolución 
de caracteres ligados a la fitness o eficacia biológica (como ha sido previamente 
demostrado en trabajos anteriores de Travisano et al. 1995a y Flores-Moya et al. 2008); 
(2) el azar y la contingencia histórica son los principales motores del cambio evolutivo 
de caracteres con poco valor adaptativo y menor trascendencia para la eficacia 
biológica. Por ello, los caracteres elegidos para su estudio fueron la tasa de crecimiento 
(principal componente de la fitness -Fisher 1930-) y la producción de toxina, cuya 
correlación con la fitness es baja (López-Rodas et al. 2006). Así, los resultados 
demostraron que, en el caso de la tasa de crecimiento, su evolución se debió 
fundamentalmente a un proceso adaptativo, aunque el azar también contribuyó pero en 
menor medida. Por el contrario, en el caso de la producción de toxina, su evolución se 
debió fundamentalmente a un fenómeno azaroso, permaneciendo así mismo la huella de 
la historia. En general, caracteres débilmente asociados a la fitness, presentan 
heredabilidades altas, como es el caso de la toxina (López-Rodas et al. 2006), indicando 
que no poseen gran importancia evolutiva.  
 
Mediante el desarrollo de este tipo de experimentos encaminados a determinar el 
papel de los distintos contribuyentes en el proceso evolutivo, se pueden conseguir 
distintos objetivos: (1) Por un lado, si la adaptación es el principal conductor del cambio 
evolutivo, podrían realizarse predicciones sobre el comportamiento de diversas especies 
fitoplanctónicas en distintos escenarios de cambio ambiental. De esta manera, de los 
resultados de este estudio, se podría predecir un aumento de los blooms de 
cianobacterias con el aumento de la temperatura y eutrofización. Por el contrario, si el 
azar o la historia influyen en mayor grado que el componente adaptativo, la dirección de 












lado, el resultado de estos estudios podría arrojar información sobre la importancia 
evolutiva y ecológica de determinados caracteres cuya función no está aún determinada. 
Como ejemplo, podríamos citar la gran controversia en la función del fenómeno de 
bioluminiscencia que presentan determinados dinoflagelados (Young 1983, Abrahams y 
Townshend 1993). Podría sugerirse que su presencia en las poblaciones fuera 
meramente fortuita y debida únicamente a efectos del azar y contingencia histórica, y 
por tanto, la búsqueda de su función ecológica no tuviera demasiado sentido.  
 
En este punto de la discusión conviene introducir un pequeño comentario 
relativo a las limitaciones del diseño experimental en experimentos de evolución. Como 
expusieron Lenski y Travisano en uno de sus manuscritos sobre evolución experimental 
(1994): “We acknowledge the severe limitations inherent in our study of evolutionary 
dynamics. Foremost among these are the shot time span (…) and the simple 
environment (which ignores the complexity and changeability of nature). The former 
limitation reflects our lack of access to better machines for time travel, and the latter 
our desire as experimentalist to keep things simple enough that we may understand the 
results. In terms of these limitations, we are certainly studying the tempo and mode of 
microevolution”. Asimismo, los estudios realizados en esta tesis mantienen cultivos 
puros, para el estudio de cada especie fitoplanctónica aislada de otro tipo de otro tipo de 
organismos. Obviamente, el comportamiento observado en estos cultivos mantenidos en 
condiciones estériles se simplifica, debido a la ausencia de interacción entre miembros 
de las poblaciones naturales con los que los organismos han co-evolucionado durante 
millones de años. Pero todo diseño experimental presenta limitaciones, y a veces se 
debe recurrir a la simplificación de la realidad para poder comprender procesos más 
complejos.  
 
Los primeros capítulos de esta tesis han abordado el estudio de la repuesta 
evolutiva del fitoplancton ante una gran diversidad de condiciones ambientales. Por 
ello, para culminar este trabajo de tesis, se consideró interesante la inclusión de un 
estudio fisiológico. Como se ha ido comentando, si la presión selectiva aplicada en un 










ambiente concreto no supera los límites de tolerancia fisiológica de los organismos, 
estos serán capaces de responder ante tal cambio por medio de la modulación de la 
expresión de sus genes (Bradshaw y Hardwick 1989). El estudio de la modificación de 
distintas capacidades fisiológicas del fitoplancton ante determinados cambios 
ambientales es importante, considerando la gran influencia de estos microorganismos 
como productores primarios y  sobre los ciclos geoquímicos, y en general, en el 
mantenimiento del equilibrio terrestre. En concreto, el organismo estudiado en este 
último trabajo, el cocolitofórido Emiliania huxleyi, juega un papel muy importante en la 
regulación del ciclo del carbono global (Archer et al. 2000) debido a la producción de 
placas de carbonato cálcico, mediante el mecanismo de calcificación, y a su relevancia 
en la producción primaria del Atlántico Norte (Smyth 2004). Por ello, el efecto que 
cualquier alteración en el medio pudiera ocasionar sobre algunos de estos procesos, 
podría causar consecuencias importantes en el mantenimiento del ciclo del carbono en 
grandes regiones oceánicas.  
 
Durante los últimos años, un gran número de estudios se han centrado en las 
consecuencias del aumento de CO2 atmosférico sobre distintas funciones fisiológicas de 
los organismos. En concreto, gran parte de la investigación en esta línea está 
encaminada al efecto de la acidificación oceánica sobre el proceso de calcificación. Sin 
embargo, la variación en un determinado parámetro ambiental no ocurre 
independientemente en el océano sino que habitualmente repercute en el resto de 
variables. En los ambientes naturales los organismos están sujetos simultáneamente o 
dentro de un espacio de tiempo corto a más de un tipo de estrés. Consecuentemente, es 
importante analizar distintos parámetros ambientales al mismo tiempo para estudiar su 
efecto combinado y poder obtener una visión más realista del proceso. Así, se decidió 
estudiar el efecto combinado de dos variables, los niveles de CO2 y la disponibilidad de 
nutrientes, sobre la fisiología del cocolitofórido Emiliania huxleyi. Para ello, se 
seleccionaron tres concentraciones de CO2 atmosférico distintas, simulando distintos 
escenarios (pre-industrial, presente y futuro), y se cultivaron en condiciones de baja 
disponibilidad de fósforo y nitrato. En concreto se caracterizó la variación en su 












estrechamente en la asimilación de nitrato y fosfato: la nitrato reductasa (NR) y la 
fosfatasa alcalina (AP).  
 
La respuesta del fitoplancton y, en general, de distintos organismos, ante el 
aumento de la concentración atmosférica de CO2 es variada. La afectación de la 
fisiología de cada especie, fotosíntesis y crecimiento, dependerá de sus mecanismos de 
captación de carbono inorgánico disuelto y la afinidad selectiva por CO2 o HCO3
2-, así 
como de su capacidad de reacción ante cualquier modificación del sistema (Rost et al. 
2003; Hurd et al. 2009). Asimismo, los organismos calcificadores, requieren del 
proceso de calcificación en ciertas fases de su ciclo vital. No solo fitoplancton, sino 
otros organismos superiores como corales, foraminíferos bénticos, moluscos, 
equinodermos y crustáceos (Raven et al. 2005; Kleypas et al. 2006; Tyrell 2008; Doney 
et al. 2009) verán alterada su capacidad para producir estructuras calcáreas ante el 
aumento de CO2 atmosférico. Esto es debido, tanto a la disminución del ión [CO3
-2] en 
la columna de agua, esencial para la calcificación, como al desplazamiento hacia la 
superficie de los horizontes de saturación del carbonato cálcico, derivando en una 
mayor disolución de sus dos formas biológicas, la calcita y el aragonito (reviewed by 
Kleypas 2006; Dickson 2010). Aunque la tendencia hacia la disminución de las 
estructuras calcáreas en estos organismos, fruto de la acidificación oceánica, parece 
clara, distintos trabajos en el cocolitofórido Emiliania huxleyi presentan resultados 
diversos (Riebesell et al.  2000, Sciandra et al. 2003; Engel et al. 2005; Zondervan 
2007; Iglesias-Rodriguez et al.  2008; Barcelos e Ramos et al. 2009; Langer et al. 2009; 
Shi et al 2009; Müller et al. 2010). Esta variabilidad podría ser atribuida a diferencias 
de respuesta según cepas (Langer et al. 2006). 
 
Por otro lado, la disponibilidad de nutrientes afecta también en gran medida 
distintos procesos fisiológicos del fitoplancton. Los organismos requieren de distintos 
nutrientes para el desarrollo de su metabolismo, siendo el fósforo y nitrógeno dos 
elementos esenciales. La disponibilidad del nitrógeno y fósforo disuelto en aguas 
oceánicas también influencia la composición y variedad de especies en las poblaciones 










naturales de fitoplancton (Egge 1994). Para luchar contra alteraciones en la 
biodisponibilidad de nutrientes, los organismos cuentan con distintas estrategias para 
favorecer su uptake (captación) y su asimilación, aumentando asimismo la expresión de 
distintas actividades enzimáticas involucradas. Se ha visto que el cocolitofórido 
Emiliania huxleyi puede aprovechar distintas fuentes de nitrógeno orgánico disuelto 
(Antia 1975; Palenik y Henson 1997) gracias al aumento de la expresión de distintos 
genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno (Song y Ward 2007; Dyrman 
2006b). Esta característica, junto con su excepcional capacidad para la adquisición de 
fosfato de fuentes orgánicas, en situaciones de limitación por fósforo inorgánico, a 
través de la enzima fosfatasa alcalina, (Riegman 2000; Dyhrman y Palenik 2003; 
Dyrhman et al. 2006a, Landry et al. 2006), confiere a esta especie una ventaja 
competitiva en ambientes de estrés por nutrientes (Lessard 2005). Por ello, los blooms 
de esta especie se ven favorecidos en determinadas regiones oligotróficas como zonas 
del Atlántico Norte (Tyrrel and Tailor 1996). Además, estas características, determinan 
en gran medida el orden de las distintas especies en la sucesión de los blooms 
fitoplanctónicos (Marañon 1996; Litchman 2006). Por otro lado, la Nitrato reductasa, es 
una enzima altamente involucrada en el metabolismo del nitrógeno en plantas. Esta 
enzima cataliza la reducción de nitrato a nitrito, el primer paso para la asimilación del 
nitrógeno en las células de las plantas (Solomon 1990) y requiere de la presencia de 
nitrato para su expresión (Kaffes 2010). Ante concentraciones de nitrato suficientes y no 
siendo el amonio la fuente predominante, la asimilación de nitrógeno se consigue 
fundamentalmente a través de la actuación de la nitrato reductasa, dando menor 
prioridad a otras vías de asimilación de nitrógeno orgánico (Bruhn 2010). Además, la 
distinta disponibilidad de nutrientes afecta el ratio PIC:POC en poblaciones de 
Emiliania huxleyi, como se ha visto en este estudio y en otros estudios previos 
(Riegman 2000). Asimismo, ante condiciones de limitación por fosfato, se observó la 
activación no solo genes relacionados con la asimilación del fosfato, sino también 
aquellos reslacionados con el mecanismo de calcificación o la homeostasis del calcio 
(Dyrhman 2006b). 
Por ello, con este estudio se perseguían dos objetivos: (1) aportar nuevos datos 












ratios PIC:POC, en este caso añadiendo “nutrientes” como una nueva fuente de 
variación e (2) investigar la capacidad asimiladora de nutrientes de esta especie en un 
escenario de acidificación oceánica mediante el estudio de la modificación de la 
actividad de las enzimas AP y NR.  
Como ya se vio en el capítulo 5, los resultados obtenidos mostraron que la 
respuesta del mecanismo de calcificación de esta cepa de Emiliania huxleyi ante el 
aumento de CO2 atmosférico es muy variada. Cuando nitrato y fosfato no se 
encontraban en condiciones limitantes, la calcificación de esta especie tendió a 
aumentar con el incremento del CO2 atmosférico, como ya vieron trabajos anteriores 
con la misma cepa (Iglesias-Rodríguez 2008).  No obstante, en condiciones de 
limitación por fosfato o nitrato, no se siguió el mismo patrón, presentándose respuestas 
diversas según la concentración de CO2 atmosférica. El PIC (carbono inorgánico 
particulado) por célula fue mayor en los cultivos bajo nutrientes limitantes ante las dos 
primeras condiciones de CO2 (255 y 527 ppm), como ya se había observado en estudios 
previos con esta especie (Paasche 1994, 1998; Rieman 2000). Sin embargo, no se 
observó tal diferencia ante concentraciones de CO2 elevadas (1205 ppm). El ratio 
PIC:POC presentó asimismo patrones distintos con el aumento de CO2 atmosférico en 
función de la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, no superó en ningún caso el 
límite de 1.5, por encima del cual se considera que los blooms de estos organismos 
pasarían a ser fuente de CO2 a la atmósfera, en lugar de sumidero. 
La actividad de las enzimas nitrato reductasa y fosfatasa alcalina se vio asimismo 
alterada con el aumento de CO2 atmosférico. Pero, como consideró Berges (1997), es 
importante definir la  interpretación de la actividad de la fosfatasa alcalina y la nitrato 
reductasa en este estudio. La determinación de la actividad se realiza mediante un 
estudio “in vitro” que requiere condiciones fijas de pH, temperatura y concentración de 
sustrato. La actividad de las enzimas es medida ante concentraciones de sustrato 
“saturantes”, lo que es definido como un “ensayo Vmax”. Ante estas condiciones, la 
actividad se considera como la expresión de la cantidad de enzima (Rossomando 1990). 
Como ya se vio en el capítulo 5, la enzima fosfatasa alcalina disminuyó su actividad 










ante condiciones de pH reducidas, como las presentadas en el escenario de CO2 más 
elevado (1205 ppm). Este hecho, deriva posiblemente, de la naturaleza alcalina de esta 
enzima. En el caso de la nitrato reductasa, al contrario, la actividad de esta enzima, en 
presencia de nitrato en el medio, aumentó con el aumento de CO2 atmosférico. Este 
hecho podría estar relacionado con la estrecha relación entre los mecanismos de 
asimilación de carbono y nitrógeno, y la observada modulación en paralelo de la nitrato 
reductasa con el flujo electónico durante la fotosíntesis (Beardall 1998; Sherameti 
2002). Esta relación es también apreciada en este estudio si se considera el aumento del 
carbono orgánico particulado (POC), en los cultivos bajo limitación por nitrógeno, 
asociado al incremento de CO2 atmosférico. 
 Con estos resultados, se podría considerar que la ventaja competitiva del 
cocolitofórido  Emiliania huxleyi en las poblaciones naturales y en el desarrollo de los 
blooms podría verse alterada en determinadas condiciones de acidificación oceánica y 
limitación por nutrientes. Pero por supuesto, no se puede establecer una conclusión final 
sin tener en cuenta la respuesta del resto de especies fitoplanctónicas ante las mismas 
variables, así como la interacción con otras variables del sistema. Cambios en la 
asimilación de nutrientes tanto en E.huxleyi como en otras especies fitoplanctónicas 
pueden dar lugar a alteraciones en la dinámica de las poblaciones así como la 
distribución espacial de especies, conduciendo a alteraciones en los ciclos 
biogeoquímicos, y en general, en la dinámica global del clima.  
 En resumen, todos estos trabajos han estudiado el efecto de distintos fenómenos 
de cambio global sobre la evolución del fitoplancton y su fisiología. Distintas especies 
se adaptarán de manera diferente presentando tolerancias y capacidades de adaptación 
diversas. Asimismo, este último estudio fisiológico nos muestra el cambio en la 
fisiología de una especie concreta cuando esta es expuesta a la alteración de su medio. 
Por ello, se puede comprender como la interacción de los distintos organismos con el 
medio y su capacidad de respuesta ante condiciones ambientales alteradas, pueden 
determinar la capacidad de supervivencia y competición del mismo en el ecosistema. De 












comunidades afectando, en última instancia a la transferencia de energía a niveles 
tróficos superiores y al destino biogeoquímico del carbono y nutrientes. 
  










Tabla I: Tasas de mutación (µ) del paso de sensibilidad a resistencia de distintas especies de microalgas y cianobacterias  frente a 
distintas aguas extremas naturales. La tasa de mutación se expresa como número de mutantes por división celular. q= frecuencia 




Origen del agua 
Características 
agua 










Ulothrix sp. 1 
Chlamydomonas sp. 1  
Dictyosphaerium pulchellum H. C. Wood1  
Viridiella sp. 1  
Spirogyra sp. 2  
Fragillaria sp. 3  
Euglena mutabilis Schmitz4 
DcG1: 5.4 x 10-7 
Ma3D: no adaptación 
a ningun agua 
18 x 10-7 
López-Rodas et al. 2010 




Sulfídico:  1.84 
± 0.10 g L-1 
Tª: 30.3 ± 0.5 
Chlamydomonas variabilis1 
Dictyosphaerium ehrenbergianum1 
Stephanodiscus sp. 3 
Euglaena sp. 4 
Dc1M: 4.7 x 10-7 
MaD: no adaptación 
No medido 
López-Rodas et al. 2009 
(INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
Aguas Agrias 
pH: 2.5 
Nivel alto de 
metales 
 Nitzschia acicularis (Kützing) W. Smith3 
Navicula exigua Gregory3 Fragilaria sp.3 
Streptophyta Spirogyra sp.5 
Chlorophyta Chlorella sp.1Oocystis borgei 
J.1 Chlamydomonas sp.1Scenedesmus 
arcuatus Lemmermann1Euglena sp.4 
Trachelomonas granulosa Playfair 
Dc1M: 1.1 x 10-6 12 x 10-7 
López-Rodas et al. 2008b  















Nivel alto de 
metales 
Spirogyra communis (Hassall) Kützing1 
Chlorella sp.1 
Chlamydomonas variabilis P.A. 
Dangeard1  
Chloroccocum infusionum (Schrank) 
Meneghini1 
Euglenophyta Euglena geniculata (F. 
Schmitz) Dujardin4 
Phacus longicauda (Ehrenberg) Dujardin4 




Según pH y toxicidad 
pH 6.4-7: alta diversidad de microalgas y 
cianobacterias. 
pH 5.7-6.7: baja diversidad microalgas y 
cianobacterias o solo microalgas 
dependiendo de la toxicidad del agua.  
pH 2.5-3.2: baja diversidad de clorofitas. 
Dc1M: 1.4 x 10-6 - 1.5 x 
10-5 
MaD: 1.1 x 10-6 – 1.1 x 
10-5 
Dc1M: 11 a 200 x 10-7 
MaD: 14 a 120 x 10-7 
Costas et al. 2008 
Río Tinto pH: 1.7-2.5 
Principalmente clorofitas (Amaral-Zettler 
et al. 2002) 
Dc D: 1.38 10-6 
MaD: no adaptación 
15 x 10-7 Costas et al. 2007 
La Hedionda 
Altos niveles de 
sulfuro 






-7 No medido Flores-Moya et al. 2005 
Aznalcollar 




No determinado Sci31M: 2.12 10
-5 65 x 10-4 Baos et al. 2002 
 










Tabla II: Tasas de mutación (µ) del paso de sensibilidad a resistencia de distintas especies de microalgas y cianobacterias  frente a 
distintos contaminantes antropogénicos a dosis letales. La tasa de mutación se expresa como número de mutantes por división celular.  
 
Contaminantes antropogénicos  
Dictyosphaerium chlorelloides (Dc1M) 
Sustancia Tasa de mutación (µ) Frecuencia mutante resistente (q) Fuente 
Simazina Dc1M: 9.2 x 10-6 30 x 10
-6 Marvá et al. 2010 (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
Cromo Dc1M: 1.77 x 10-6 14 x 10-6 Sánchez-Fortún et al. 2009 (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
Formaldehido Dc1M : 3.6 x 10-6 77 x 10-4  López-Rodas et al. 2008a (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
TBT Dc1M : 7.07 x 10-8 3 x 10-4 López-Rodas et al. 2010 
TNT DcG1 :1.4 x 10-5 59 x 10-4 García – Villada et al. 2002 
DCMU DcG1: 2.1 x 10-6 21 x 10-4 Costas et al. 2001 
Scenedesmus intermedius 
Simazina  SciM y SciD: 3 x 10
-6 11 a 28 x 10-6 Marvá et al. 2010 (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
Diquat SciD: 17.9 x 10
-6 83 x 10-6 Marvá et al. 2010 (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
Cloranfenicol SciD: 1.1 x 10-5 3 x 10
-3 Sánchez-Fortún et al. 2009 (INCLUIDO EN ESTA TESIS) 
TNT SciFNMS1: 8.2 x 10
-6 31 x 10-4 López-Rodas et al. 2001 
Microcystis aeruginosa 
Glifosate  
Ma3D: 3.6 x 10-7 
Ma7D: 3.1 x 10-7 
65 x 10-4 López-Rodas et al. 2007 
Sulfato de cobre MaM1: 1.76 x 10-6 15 x 10-4 García-Villada et al. 2004 
Pseudoanabaena sp. 
DCMU 2.4 x 10-6 6 x 10-4 López-Rodas et al. 2001 
Eritromicina 2.1 x 10-6 16 x 10
-4  
Dunaliella tertiolecta 












Tabla III. Máxima capacidad de adaptación de distintas especies fitoplanctónicas a 
diversas presiones selectivas (sulfato de cobre, temperatura y simacina) y número 
de generaciones requeridas para alcanzar esta adaptación (g). (-) no determinado; 









Temperatura  Simacina  


















(Naumann) Komárek  
and Perman 
270 230 35 105 40.5 300 
270 253 35 135 40.5 300 
90 184 35 135 40.5 255 
Scenedesmus 
intermedius (1D) 
270 230 - - - - 
270 230 - - - - 
270 230 - - - - 
Scenedesmus 
intermedius (1A) 
270 240 - - - - 
270 240 - - - - 
270 270 - - - - 
Scenedesmus 
intermedius (Chodat) 
- - 40 180 13.5 300 
- - 40 180 13.5 300 
- - 40 195 13.5 315 
Microcystis 
aeruginosa (3D) 
30 84 35 32 0.45 75 
10 48 35 32 0.45 120 
10 48 35 24 0.45 93 
Microcystis 
aeruginosa (6D) 
10 36 35 32 0.45 90 
10 48 35 32 0.45 105 
10 36 35 40 0.45 98 
Microcystis 
aeruginosa (7D) 
10 48 35 53 0.45 76 
10 48 35 60 0.45 76 












 Emiliania huxleyi 
(CCMP371) 
- - 22 X 0.15 36 
- - 22 X 0.15 36 
- - 22 X 0.15 32 
Emiliania huxleyi 
(CCMP372) 
- - 22 X 0.15 32 
- - 22 X 0.15 32 
- - 22 X 0.15 36 
Emiliania huxleyi 
(CCMP373) 
- - 22 X 0.15 40 
- - 22 X 0.15 36 
- - 22 X - X 











- - 35 60 0.15 40 
- - 35 50 0.15 45 
- - 35 50 0.15 40 
Monochrysis lutheri 
- - 22 X 0.15 45 
- - 22 X 0.15 45 

























- - 30 65 - - 
- - 30 55 - - 
- - 30 60 - - 
Symbiodinium 
(CCMP2433) 
- - 30 60 - - 
- - 30 70 - - 



















- - 35 105 1.5 150 
- - 35 105 1.5 165 
- - 35 135 1.5 150 
Phaedactilum 
tricornutum 
- - 22 X 0.45 150 
- - 22 X 0.45 165 
- - 22 x 0.45 150 
Prorocentrum 
triestinum 
- - 30 25 - - 
- - 30 25 - - 
- - 30 30 - - 
Nitzschia chlosterum 
- - 30 20 - - 
- - 30 30 - - 
- - 30 20 - - 
Navícula sp. 
- - 30 27 - - 
- - 30 34 - - 
- - 30 20 - - 
 
 
LEYENDA DE LAS TABLAS 
 
- Especie:  
Dc: Dictyosphaerium chlorelloides (Naumann) Komárek and Perman1 
Sci: Scenedesmus intermedius Chodat
1  
Ma: Microcystis aeruginosa (Kützing) Lemmermann6 
Spi: Spirogira insignis (Hassal) Kützing
2 
Dt: Dunaliella tertiolecta Butcher1 













- Grupo taxonómico: 
 1Chlorophyta        2Charophyta        3Bacillariophyta       
 4Euglenozoa        5Streptophyta        6Cianophyta 
 
- Lugar de aislamiento: 
Dc1M: Lago prístino y ligeramente alcalino de alta montaña en el Parque Nacional 
de Sierra Nevada (España).  
DcD: Lago prístino de aguas no ácidas del Parque Nacional de Doñana (España). 
DcG1: Lago Parque Nacional de Sierra Nevada (España) donde no había existido 
contacto anterior con herbicidas.  
Ma(3, 6)D: Lago de aguas no ácidas del Parque Nacional de Doñana (España). 
MaM1: Embalse de abastecimiento (La Minilla) en Sevilla (España) que nunca 
había sido tratado con alguicidas. 
Sci31M: embalse de Segovia. 
SciM: Embalse de Entreka en el desierto de Sahel (Mauritania) donde los 
organismos no han estado nunca expuestos a un herbicida. 
SciD: Lago en el Parque Nacional de Doñana (España), expuesto a veces a residuos 














1. Los mecanismos de adaptación de microalgas y cianobacterias a ambientes 
extremos dependen del grado de toxicidad de cada ambiente en concreto y si 
supera o no los límites de tolerancia fisiológica. Los mecanismos adaptativos 
comprenden la adaptación fisiológica, la adaptación genética, o la incapacidad 
de adaptación en último término si la toxicidad es extremadamente elevada. 
Dicho límite varía de unos organismos a otros.  
 
2. Los organismos fotosintéticos del plancton son capaces de adaptarse 
genéticamente a dosis letales de contaminantes de origen antropogénico 
mediante mutaciones espontáneas, al azar, antes de entrar en contacto con el 
agente selectivo.  
 
3. Las tasas de mutación varían entre 10-5 y 10-8 mutaciones por célula y 
generación, observándose una gran diversidad entre especies, cepas y 
contaminantes. Los resultados indican que estas tasas de mutación podrían variar 
en función de los genes analizados. A pesar del “coste de la adaptación” la 
proporción de individuos resistentes mantenidos en la población es suficiente 
para asegurar el mantenimiento y la supervivencia de las poblaciones ante los 
cambios ambientales. 
  
4. Los organismos fitoplanctónicos del plancton presentan una capacidad de 
adaptación diferencial en función del grupo taxonómico al que pertenecen. Este 
hecho podría dar lugar a alguna alteración futura en la estructura de sus 
poblaciones.   
 
5. La cianobacteria Microcystis aeruginosa incrementa su tasa de crecimiento 
cuando aumenta la temperatura y los nutrientes, previstos en un escenario de 
cambio global. Sin embargo, el carácter de producción de toxina parece 
determinado por mecanismos de azar y contingencia histórica.   







6. El cocolitofórido Emiliania huxleyi altera su proceso de calcificación y la 
actividad de la nitrato reductasa y fosfatasa alcalina ante condiciones previstas 
del cambio global como es el aumento de CO2 atmosférico y la variación en la 
disponibilidad de nutrientes. Las consecuencias de este hecho podrían alterar el 













1. Cyanobacterial and microalgal mechanisms to adapt to extreme environments 
depend on the degree of toxicity of each specific environment and whether it 
exceeds the limits of physiological tolerance. The adaptive mechanisms include 
physiological adaptation, genetic adaptation and the incapacity to adapt if 
toxicity is too high. Such limits vary between organisms.  
 
2. Photosynthetic planktonic organisms are able to adapt to lethal doses of 
contaminants from anthropogenic origin through spontaneous mutations which 
occurred randomly, prior to the toxic substance exposure.  
 
3. Mutation rates vary between 10-5 y 10-8 mutations per cell division, showing 
interspecific and inter-strain variability and variation depending on toxic 
substances. The results show that these mutation rates could also vary depending 
on the analyzed gene. In spite of the “cost of adaptation”, the proportion of 
individuals that are kept in the population after each generation is enough to 
maintain the genetic variability to ensure population survival after a sudden 
environmental change.   
 
4. Phytoplanktonic organisms show different capacities for adaptation depending 
on their taxonomic group. Sudden environmental change could lead to an 
alteration of population structure and dynamics.  
 
5. Microcystis aeruginosa evolved to a higher growth rate when it was exposed to 
increased temperature and nutrients. However, toxin production seems to be 
determined by chance and history mechanisms.  
 
6. Emiliania huxleyi calcification as well as nitrate reductase and alkaline 
phosphatase activity are altered by exposure to increasing CO2 and variation in 






nutrient availability. This response could lead to alterations in global carbon 
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María, Raúl, Susana Rodríguez. Muchas gracias por acogerme y ofrecerme vuestra 
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suyos. He de deciros que siempre me sentí como una más. Mis más sincero “gracias”. 
Abuela (Irene Laiz), siempre pendiente de que no me faltara de nada. Super-pro 
(Susana) y Nonno (Simone), mis compis de oficina, laboratorio, casa y festejos. ¡Hasta 
en la sopa! Gracias por estar siempre ahí y hacerme sentir como en casa. Sin vosotros, 
mis días en Cádiz no hubieran sido lo mismo. Porque aguantasteis mis lágrimas y 
quejas, que no es para poco, y siempre me ofrecisteis vuestra amistad y consejos. Os 
llevo muy dentro de mi corazón. Y ánimo que dentro de nada vosotros también acabáis. 
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Carmona. Gracias por ofrecerme vuestra ayuda y laboratorio para todo lo que necesité 









Por cuestiones cronológicas, me gustaría continuar esta larga lista agradeciendo 
a todos mis compañeros y colegas que me acompañaron durante las dos estancias en el 
NOCS (National Oceanography Center of Southampton). En primer lugar a Debora 
Iglesias Rodríguez, mi supervisora. Tengo que darte las gracias por permitirme asistir a 
tu laboratorio sin conocerme de nada, y ofrecerme tu ayuda y supervisión. Y sobre todo 
por dejarme volver una segunda vez a pesar de que parecía que el proyecto podía no 
salir adelante. Pero me empeñé, y ¡lo conseguimos! Gracias por confiar en mí y darme 
la oportunidad de aprender cosas nuevas e interesantísimas que creo marcarán mi 
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Durante mis 7 meses y medio en este centro, muchas han sido las personas que 
han aportado algo en este largo proyecto. Deddy (Edward Smith), I think you should be 
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could not have been possible without you. I think I would have given up if you would 
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for your efforts to improve my English and your patience. I know it is not easy. I still 
remember first time in the corridor when I could not understand a single word. In 
summary, thank you for “rocking my world” (I know you will like this one).  
 
“Team España”, ¿Qué decir que no sepamos? Bichillo (María), Cocolita (Sonia), 
Eva, Montse, Toñito, Marcos, Román. Qué primer mes más duro. Menos mal que 
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Marquitos, gracias por ser el único contestando a mis “noc-all”. Toñito, gracias por tus 
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transmitirme tu tranquilidad y tus consejos. Evita! Gracias por tus ánimos y cariño, ¡y 
tus masajes para intentar arreglar mi no remediable dolor de cuello! Cocolita, con quien 
compartí una segunda etapa en este centro, añorando la unidad del “Team España”. Pero 
nos cuidamos muy bien la una a la otra. “Nada nos hará caer”. Con confianza en uno 
mismo se llega a cualquier sitio. Siempre me lo recordaste y me dio fuerzas. Gracias por 
ser mi punto de apoyo tan lejos de casa. Román, y ¿nunca te cansarás de animarme? Allí 
donde estés siempre recibo un mensaje de ánimo. Mi más sincero agradecimiento por 
preocuparte tanto por mí. 
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últimamente pero aun así creo que me entienden, e intentan animarme y me reconfortan 
con su compañía, aunque quizás yo no a ellos con la mía estos últimos meses, pues 
aunque estaba allí, andaba pensando en “otras cosas”. 
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Sarris y Eva, gracias por vuestros consejos y ánimos. Sabéis mejor que nadie lo que esto 
supone y me habéis ayudado mucho. Juaneja, Tania, Mario, Unai, Primi, Pesca, Lauri. 
Mis chicas: Mari, María, Patri, Yuzus, Chelo, Monstse. Gracias por brindarme vuestra 
amistad y hacerme volver a la realidad del mundo. Marioneta (Mario Ariza), ¡qué 
grande eres! Gracias por animarme con tu sonrisa y hacer que pudiera desconectar del 
trabajo y coger fuerzas para el siguiente día.  
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